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INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son un amplio grupo de compuestos
organicos caracterizados por tener en su estructura dos o mas grupos bencénicos acoplados.
Son un grupo conformado por alrededor de mas de cien compuestos organicos diferentes,
ampliamente distribuidos en el ambiente, muy persistentes y de importancia critica debido a sus
propiedades téxicas, genotdxicas, mutagénicas y carcinogénicas. Algunos de ellos son mas
téxicos para la salud humana que otros debido a su alto grado de lipofilicidad y estabilidad
(Ghosal et al.,, 2016). Hasta el momento la Agencia de Proteccion Ambiental de los EUA
(USEPA, por sus siglas en inglés) ha enlistado 16 compuestos prioritarios de HAPs. Tres de
ellos son clasificados por la Agencia Internacional para el Estudio del Cancer (IACR por sus
siglas en inglés, 2010) como compuestos para los cuales existe evidencia suficiente de que son
cancerigenos para el ser humano. El benzo[a]antraceno, compuesto utilizado en este trabajo
esta incluido.

Los HAPs se encuentran de modo natural en combustibles fosiles y la causa mas comun
de formacién es principalmente por procesos de combustién incompleta de materiales organicos
durante actividades humanas e industriales (Manariotis et al., 2011). Ejemplos de procesos
naturales: incendios forestales, erupciones volcanicas, reacciones producidas por los seres
vivos, filtraciones naturales del petréleo, reacciones geotérmicas asociadas a la produccién de
combustibles fosiles y minerales. Ejemplos de actividades humanas: derrames o descarga
accidental del petroleo durante su transporte en aguas profundas, como la ocurrida al norte del
Golfo de México en abril del 2010, el uso o eliminacion de productos de petréleo en emisiones
no controladas, combustion de carbon, gas, petréleo y madera, tabaco, humo de cigarro e
incineracion de desechos, la coccién de alimentos como pan tostado, carne a la parrilla,
alimentos ahumados, etc.

La contaminacion del suelo y agua por los HAPs ha venido en aumento como resultado
de la explotacion, refinacion, distribucion y almacenamiento de petréleo crudo y sus derivados.
Hasta el afio 2004, el volumen de derrames accidentales de petréleo y sus derivados fue
calculado en 1.5 millones de toneladas por afio, afectando suelo, agua y atmdsfera. Uno de los
grandes problemas que enfrentan las actividades de Petrdleos Mexicanos (PEMEX) es la
generacion de residuos peligrosos, los cuales representan el 22% de las emisiones y descargas
totales de esta industria (Ortiz-Salinas, et al., 2012). La tendencia de fugas y derrames en
ductos de Petréleos Mexicanos al cierre de 2015 presentd un incremento del 31% en
comparacion con el aio anterior.

Debido al vertimiento de sustancias téxicas al medio ambiente, se han implementado
soluciones que implican la remediacion de los sitios contaminados; el uso de microorganismos
como bacterias, hongos y algas, los cuales tienen la capacidad de atrapar y/o degradar estas

1




sustancias, algunas veces hasta su mineralizacion resulta ser muy ventajoso. Los
procedimientos biolégicos para limpiar suelo y agua contaminada (biorremediacién) ha recibido
especial atencion, por ser de bajo costo y ambientalmente amigables, comparado con los
procedimientos quimicos y fisicos. Sin embargo, la biorremediacién puede llevar afios para
completar la restauracién y recuperacién de las areas impactadas, dependiendo entre otros
factores, de la cantidad de contaminante y de condiciones ambientales que favorezcan la
proliferacién y actividad de los organismos que se utilicen. Entre las problematicas que genera
el uso de microorganismos, se pueden citar el crecimiento sin control de éstos, la pérdida casi
total de la biomasa, asi como la susceptibilidad que pueden tener los microorganismos a
factores ambientales y biolégicos. Para minimizar el impacto de estos factores se ha impulsado
el uso de estrategias, como la inmovilizacién, que presenta las ventajas de: concentrar en
grandes cantidades la biomasa que puede ser utilizada como un subproducto; proveer a los
microorganismos de una alta resistencia a compuestos toxicos dentro de las aguas residuales
tratadas; permitir inmovilizara mas de un tipo de microorganismo y que es una técnica facil de
aplicar (De-Bashan & Bashan, 2010).

Por otra parte, es de aclararse que las rutas metabdlicas empleadas para la degradacion
de HAPs no estan completamente definidas, sobre todo en el caso de las microalgas. Por lo
tanto, la determinacién y supervisién de la degradacion de HAPs y sus metabolitos durante la
biorremediacién nos da informacién necesaria para complementar el panorama de investigacion
que se tiene actualmente sobre sus caracteristicas fisicoquimicas, su interaccion con el
ambiente, sus vias de degradacion y su toxicidad. La determinacién de HAPs se ha realizado
comunmente mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC, por sus siglas en
inglés) y el tratamiento de las muestras mediante diversas técnicas de extraccidn con
adsorbentes como la Extraccion en Fase Sdlida (EFS) y la Dispersion de Matriz en Fase sélida
(DMFS). Sin embargo, el analisis de los metabolitos ha sido poco estudiado, debido a la falta de
estandares, su dificultad de identificacién y cuantificacion ya que se forman en concentraciones
muy bajas. Por lo tanto, la caracterizacion de sus productos de degradacién ya sean de tipo
dihydrodiol-HAP, oxi-HAPs, cetona-HAPs, quinonas o cumarinas, y determinar si son o no mas
téxicos que el compuesto del cual se derivan es una tarea fundamental para elucidar las vias de
degradacion que conlleven a realizar mas investigacion, innovacion y/o adaptacion de
tecnologias para la remediacion de las areas que han sido afectadas por este tipo de

contaminantes llamados HAPs (Ghosal, et al., 2016).

En el presente trabajo se estudia la degradacién del benzo[a]antraceno por dos especies
de microalgas. Se optimizan y validan métodos de extraccion y analisis cromatograficos para
monitorear a tres metabolitos del tipo dihidrodiol del benzo[a]antraceno en medio liquido y
biomasa de cultivos de microalgas que estuvieron inmovilizadas en cuentas de alginato.
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. OBJETIVO
1.1 General
Evaluar la degradacion de benzo[alantraceno por las microalgas Selenastrum
capricornutum y Scenedesmus acutus inmovilizadas en alginato de calcio, cuantificando

algunos de sus metabolitos de tipo dihidrodiol (dBaA) por cromatografia de liquidos de alta

resolucion con deteccioén por fluorescencia (HPLC/FD).

1.1.1 Especificos

Establecer las condiciones cromatograficas 6ptimas para el andlisis y deteccion por

fluorescencia de los metabolitos del benzo[a]lantraceno.

e  Optimizar las metodologias de extraccién por EFS (medio liquido) y DMFS (biomasa) para
los metabolitos del benzo[a]antraceno, en cultivos de microalgas que estuvieron

inmovilizadas y expuestas al BaA.

o Validar los métodos de determinaciéon EFS-HPLC-FD y DMFS-HPLC-FD para los BaA-

metabolitos.

e Realizar la inmovilizacion de las microalgas con alginato de calcio.

e Aplicar los métodos analiticos para evaluar la capacidad degradativa de BaA por las
microalgas inmovilizadas en cuentas de alginato por medio de ensayos de exposicidon en
condiciones de luz, agitacion y temperatura controladas, empleando diferentes tiempos de

exposicion.

o Realizar ensayos de exposicidn con microalgas libres para fines comparativos.




Il. ANTECEDENTES

2.1 Hidrocarburos aromaticos policiclicos

2.1.1 Definicion

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), también conocidos como poliarenos o
polinucleares son un amplio grupo de compuestos organicos, formados por atomos de carbono
e hidrogeno caracterizados por contener en su estructura, dos o mas anillos aromaticos
fusionados en arreglos lineales, angulares o en racimo, por lo general contienen sélo atomos de
carbono e hidréogeno, aunque atomos de nitrégeno, azufre y oxigeno pueden sustituirse
facilmente en el anillo bencénico para formar compuestos aromaticos heterociclicos (Ghosal et
al., 2016; Wick & Haus, 2011; Gan et al., 2009).

En general, son un grupo conformado por alrededor de mas de cien compuestos
organicos diferentes, ampliamente distribuidos en el ambiente, muy persistentes y de
importancia critica debido a sus propiedades tdxicas, genotdxicas, mutagénicas vy
carcinogénicas (Ghosal et al., 2016; Wick & Haus, 2011; Cerniglia, 1993).

2.1.2 Clasificacién

Los HAPs se clasifican segun su origen en: biogénico, petrogénico y pirogénico. Los
HAPs piogénicos son producto de procesos metabdlicos de organismos, como naftaleno y
perileno (Ortiz-Salinas et al., 2012; Wilcke et al., 2005). Los HAPs petrogénicos son derivados
del petrdleo, sus principales compuestos incluyen homoélogos alquilados (con radicales) y no
sustituidos, donde los homodlogos alquilados son mas abundantes que los no sustituidos.
Generalmente ingresan al ambiente en fase gaseosa (por evaporacion-deposicion) y en fase
liquida (derrames de crudo) principalmente (Ortiz-Salinas et al., 2012; Johnsen & Karlson,
2007). Los HAPs pirogénicos son producto de la combustion incompleta de todo material
organico, incluyendo: hidrocarburos y carbon mineral. Se sabe que son la principal fuente de
HAPs en el ambiente (Ortiz-Salinas et al., 2012; Thiele &Brummer, 2002). Aunque esta
clasificacién es simple, no siempre resulta util para discernir las fuentes de HAPs ya que una
vez expuestos sufren procesos de transformacion que dependeran de las caracteristicas
quimicas de los compuestos y de las variables ambientales en un sitio dado (Daly et al., 2007;
Maliszewska et al., 2009).

También se clasifican como HAPs de bajo peso molecular si poseen dos o tres anillos
aromaticos condensados, o HAPs de alto peso molecular cuando poseen cuatro o mas anillos
aromaticos. Los HAPs de bajo peso molecular son facilmente degradados, mas solubles en

agua y mas volatilizados que los de alto peso molecular, los cuales son mas estables, muy poco
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solubles en agua y toxicos (Ghosal et al., 2016; Wick & Haus, 2011; Ortiz-Salinas et al., 2012;
Plaza-Bolafos et al., 2010; Ali & Tarek, 2009). Por el contrario, los HAPs de alto peso molecular
persisten en el ambiente debido a su baja volatilidad resistencia a la lixiviacion y naturaleza
recalcitrante (Wick & Haus, 2011).

Oftra clasificacion de estas moléculas organicas se basa en la composicién estructural
del HAP, si hay presencia de anillos de cuatro o cinco miembros. Si los HAPs solo contienen
anillos benzoicos fusionados como maximo 8 anillos se consideran como alternantes, mientras
que los HAPs no alternantes son aquellos que contienen anillos con menos de 6 miembros de
atomos de carbono ademas de anillos de benceno, este grupo es extremadamente amplio en

estructura y aumenta enormemente la diversidad de los HAPs (Wick & Haus, 2011).

2.1.3 Propiedades fisicoquimicas

En general, la estabilidad electroquimica, la persistencia, la resistencia hacia la
biodegradacioén y el indice carcinogénico de los HAPs va con un aumento en el numero de
anillos aromaticos, la angularidad estructural, y la hidrofobicidad, mientras que la volatilidad,
presion de vapor y solubilidad tienden a disminuir al aumentar el peso molecular (Ghosal et al.,
2016; Rubio-Clemente et al., 2014; Wick et al., 2011).La mayoria de los subproductos de la
degradacion bioldgica y quimica de los HAPs tienden a ser mas polares y poseer una
solubilidad mas alta en el ambiente que los mismos HAPs (Wick et al., 2011).

Los HAPs de bajo peso molecular tienden a estar mas concentrados en la fase de vapor,
mientras que los de mayor peso molecular se asocian a menudo en particulas (Herrera &
Chavez, 2012).

En su forma quimica pura, los HAPs, generalmente existen como soélidos incoloros,
blancos o amarillo-verde palido, con un olor agradable débil a temperatura ambiente. Son
compuestos organicos basicamente no polares, hidrofébicos. Aunque la solubilidad de los HAPs
puros en agua es baja, ésta depende de distintas variables como son la temperatura, el pH, la
fuerza idnica, ademas de los constituyentes que pueda contener la matriz acuosa (Dabestani &
Ivanov, 1999). Los HAPs son solubles en muchos disolventes organicos y son altamente
lipofilicos. Su poder de bioacumulacion se correlaciona con sus altos valores de K, el
coeficiente de reparto octanol-agua, el cual indica la afinidad de un compuesto a una fase no
acuosa, proporcionalmente a la masa. Son capaces de disolverse faciimente en grasas y
aceites, por lo general presentan una tendencia a almacenarse y acumularse en tejidos grasos
en seres vivos (Wang & Wang, 2007; Vela et al., 2012). En la Tabla 1 se concentran las

propiedades fisicoquimicas de los HAPs prioritarios segun la USEPA.




Tabla 1. Resumen de propiedades fisicoquimicas del grupo de HAPs prioritarios, obtenido de la base de
datos ScFinder Scholar® y adaptado de Ghosal et al., 2016, en base a la USEPA 2014.

Vida
Peso I Pvapor  Solubilid Log Mmedia Toxicidad
# HAP molecular °C)  (°C) (mmHg ad K (dias)
(g/mol) a25°C) (mglL) ow
1 Acenafteno 154.2 950 96.2 4.5x10° 1.93 3.98 18.77 D
2 Acenaftileno 152.2 920 270 29x10° 3.93 4.07 30.70 D
3 Antraceno 178.2 218 342 1.7x10° 0.76 4.45 123.0 D
4 Benzo[a]antraceno 228.3 160 400 2.2x10°  1.0x10° 5.61 343.5 B2
5  Benzo[a]pireno 252.3 179 311 56x10° 4.9x107  6.06 421.6 B2
6 Benzol[b]fluoranteno 252.3 168 481 5.0x10"  1.2x10° 6.04 284.7 B2
7  Benzo[g,h,i]perileno 276.3 273 550 1.0x10™° 1.4x107  6.50 517.1 D
8  Benzo[k]fluoranteno 252.3 216 480 9.6x10"" 3.9x10°  6.06 284.7 B2
9 Criseno 228.3 256 448  6.3x107 1.1x10° 556 343.8 B2
10 Dibenzo[a,h]antraceno 278.3 262 524 1.0x10™° 7.3x10°  6.84 511.4 B2
11 Fenantreno 178.2 100 340 6.8x10”" 1.20 4.45 14.97 D
12 Fluoranteno 202.3 110 375 5.0x10° 0.26 4.90 191.4 D
13 Fluoreno 166.2 117 295 3.2x10* 1.98 4.18 15.14 D
14 Indeno[1,2,3-cd]pireno 276.3 164 530 1.0x10° 6.9x10° 6.58 349.2 B2
15 Naftaleno 128.2 221 805 1.0 0.16 3.36 5.660 D
16 Pireno 202.3 156 404  2.5x10° 0.077 4.88 283.4 o]

B2 (posible carcinogénico para humanos con alguna evidencia epidemiolégica), C (probable carcinégeno
para humanos con evidencia de laboratorio suficiente), D (no clasificable en cuanto a carcinogenicidad
humana).

2.1.4 Fuentes de emision y presencia en el medio ambiente

La composicion de éstos dependera en su totalidad del tipo de combustible, la
temperatura y el tiempo de residencia del compuesto a dicha temperatura (Herrera & Chavez,
2012; Ortiz-Salinas et al., 2012). A altas temperaturas (500-800°C) se crean HAPs simples y a
temperaturas mas bajas por un periodo prolongado (100-300°C) resultan HAPs mas complejos
(Wick& Haus, 2011; Haritash & Kaushik, 2009).

Los HAPs se encuentran de un modo natural en combustibles fésiles y la causa mas
comun de formacién es principalmente por pirdlisis y procesos de combustiéon incompleta de
materiales organicos durante actividades humanas e industriales (reacciones geotérmicas
asociadas a la produccion de combustibles fésiles y minerales, descarga accidental durante el
transporte, el uso, o la eliminacion de productos de petréleo o como resultado de las emisiones
no controladas, combustion de carbdn, gas, petréleo y madera; humo de cigarro e incineracion
de desechos; la coccidon de alimentos como pan tostado, carne a las brasas, alimentos
ahumados, etc.) producen fragmentos de moléculas y radicales que se combinan para dar lugar
a la formaciéon de los HAP. Ademas de los procesos naturales como incendios forestales,

erupciones volcanicas, reacciones producidas por los seres vivos, filtraciones naturales de




petroleo (Ghosal et al., 2016; Herrera & Chavez, 2012; Manariotis et al., 2011; Haritash &
Kaushik, 2009, Juhasz & Naidu, 2000).

Una vez formados los HAPs, dadas sus caracteristicas de semi-volatilidad (en algunos
casos), facil deposicidn en particulas, y gran estabilidad quimica, sufren una gran dispersion en
diferentes estratos medioambientales. La acumulacion y persistencia de los HAPs en el medio
ambiente puede producir efectos perjudiciales tanto en los ecosistemas acuaticos como en los
terrestres (Cerniglia, 1993). Gracias a su relativa volatilidad y capacidad de adsorcién a las
particulas atmosféricas, los HAPs pueden encontrarse en el aire, en el suelo o en la superficie,
en medios acuaticos, sedimentos de agua, agua subterranea adheridos a particulas de polvo,
pudiendo ser depositados en lugares remotos a gran distancia de la fuente emisora, ampliando
asi la dimension del problema, dispersandose de la atmdsfera a la vegetacion, en ultima
instancia conduciendo a la bioacumulacion en varias cadenas de comida (Ghosal et al., 2016;
Gan et al., 2009; Thiele & Brummer, 2002; Menzie et al., 1992).

2.1.5 Toxicidad de los HAPs

Los HAPs de bajo peso molecular (que contiene dos o tres anillos aromaticos) son
agudamente toxicos mientras que los de alto peso molecular (que contiene cuatro o mas
anillos) se consideran en gran parte como genotéxicos. Los efectos de los HAPs en la salud del
ser humano dependen del tiempo de exposicidon, la cantidad o concentracién a la que el
individuo es expuesto, y la toxicidad innata de los compuestos. La exposicion a mezclas
contaminantes con altas concentraciones de hidrocarburos aromaticos policiclicos puede
resultar en sintomas como irritacién en ojos, nduseas, vomito, diarrea, y confusion. Sin embargo
debido a que los HAPs son altamente liposolubles, se absorben facilmente en el tracto
gastrointestinal de mamiferos y se distribuyen rapidamente en una amplia variedad de tejidos
con una marcada tendencia a la localizacion en la grasa corporal (Ghosal et al., 2016; Herrera &
Chavez, 2012; Juhasz & Naidu, 2000).

Los HAPs presentes en el ambiente no son activos biolégicamente, los HAPs son
activados previamente en el cuerpo, antes de funcionar como perturbadores endécrinos,
cancerigenos o mutagénicos. La exposicion prolongada a éstos es capaz de causar
carcinogénesis después de ser metabolizados y transformados pueden producir cancer de
estbmago, pulmén, cara, escroto, de vejiga y linfoma (Herrera & Chavez, 2012). La
preocupaciéon asociada con los HAPs aumenta aun mas debido a su capacidad para interferir
con la hormona de enzimas metabolizadoras de las glandulas tiroides, y sus efectos adversos
en la reproduccion, asi como en el sistema inmunoldgico (Ghosal et al., 2016).

En las células de mamiferos, el mecanismo de activacion es conocido y se ha

encontrado que es similar para todos los HAPs. La primera fase de la transformacién




metabdlica implica reacciones de oxidacién catalizadas por enzimas de la familia del citocromo
P450 y la hidroxilacion catalizada por la enzima epodxido hidrolasa. En la segunda fase ocurre
una reaccion de conjugacién con el glutatibn cuyo unico objetivo es facilitar la excrecién
(Skupinska et al., 2004). Mientras que en los mamiferos la oxidaciéon de HAPs se asocia a la
actividad de las enzimas mono-oxigenasas de la familia del citocromo P450, en los
microorganismos como bacterias y algas se relaciona con la actividad de dioxigenasas
(Cerniglia, 1993; Juhasz & Naidu, 2000).

Los metabolitos reactivos de HAPs como los epdxidos y dihidrodioles presentan un
riesgo para la salud debido a su potencial para unirse a las proteinas celulares y al ADN
teniendo la capacidad de transformar células normales en malignas (Ghosal et al., 2016). La
formacion de aductos de ADN-HAP, es considerado un paso necesario en la carcinogénesis, ha
sido ampliamente estudiado en modelos experimentales y se ha documentado en los tejidos
humanos (Rapp, 2014; Pratt et al., 2011; Menzie et al., 1992).

De toda la abundancia que hay de los hidrocarburos poliaromaticos y su toxicidad, la
USEPA ha dado de alta un listado con 16 compuestos de HAPs como contaminantes
prioritarios del medio ambiente, creada en virtud de la ley de aguas limpias. Los contaminantes
se eligen para esta lista debido al potencial de toxicidad y frecuencia de ocurrencia (Ghosal et
al., 2016; Rapp, 2014; Rogers et al., 2002; Wick et al., 2011). Las caracteristicas de estos 16

HAPs se presentan en la Tabla 1 y su estructura quimica en la Figura 1.
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Acenafteno  Acenaftileno Antraceno Benzo(a)antraceno
(Ace) (Acy) (A) (BaA)
Benzo(a)pireno Benzo(b)fluoranteno Benzo(ghi)perileno  Benzo(k)fluoranteno
(BaPy) (BbF) (BghiPer) (BKF)
Criseno Dibenzo(a,h)antraceno Fenantreno Fluoranteno
(Chy) (DahA) (Phe) (Ft)
Fluoreno Indeno(1,2,3-cd)  Naftaleno Pireno

(FI) pireno (N) (Py)
(I(1,2,3-cd)Py)

Figura 1. Estructuras quimicas de los 16 HAPs prioritarios segun la USEPA. Adaptado de Rapp, 2014.

2.2 Caracteristicas del benzo[a]antraceno y sus metabolitos

El benzo[a]antraceno esta catalogado por la /ARC, ente de la OMS en la categoria IIA
que agrupa a las sustancias que poseen probada accidn cancerigena en humanos, aunque su
potencia toxica es menor a la del benzo[a]pireno. Los estudios realizados indican que este
compuesto es el hidrocarburo policiclico que se encuentra en mayor porcentaje que los demas.
La exposicidon cronica a este compuesto condiciona la formacién de tumores a nivel pulmonar,
dérmico y renal en animales, almacenandose principalmente en el tejido lipidico. La exposicion
publica a este compuesto generalmente se da mediante contacto dérmico e inhalacién de las
emisiones industriales y vehiculares. Se almacena con facilidad en los alimentos ricos en
grasas, asi como también en el agua (Menzie et al., 1992).

El benzo[a]antraceno se presenta como escamas incoloras (esta caracteristica depende

del solvente eluyente), es soluble en etanol, tolueno, acetona, benceno, y éter etilico, poco
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soluble en agua. Presenta una fluorescencia verde amarillenta, ya sea en solucién o en su
forma cristalina (Rodriguez et al., 2002). Se produce por condensacion de cuatro anillos de

benceno durante los procesos de combustién incompleta. En la Tabla 2 se presenta la

informacién disponible de las caracteristicas del BaA y sus metabolitos dihidrodioles.

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del BaA y sus metabolitos.

" OH
) o )
mars | OO0y | OO0 [ D0 000
OH HO
OH oH

Nombre Benzo[alantraceno | 5,6-dihdrodiolBaA | 8,9-dihdrodiolBaA 10,11-dihdrodiolBaA
Férmula
condensada CigH1z CigH140, C1gH1402 Ci1gH1402

¢c42¢3c(C(0)C(0) | c12c(c3c(ccdc(C= | c12c(c3c(ccdc(C(O)C
Férmula SMILES c12c(c3c(cedc(cee cdceic(cecec1)c2) | CC(0)C40)c3)cct) | (O)C=C4)c3)cc)ccee

c4)c3)cc1)ceec2
ccecc3 ccec2 2

Masa molar (g/mol) 228.30 262.31 262.31 262.31
F,‘(‘:')'m de fusion 135.96 178.26 178.04 178.04
F,‘(’:')'m de ebullicion 399.19 455.78 455.30 455.30
Presion de vapor 7 11 11 11
(mmHg, 25°C) 2.72x10 3.78x10 3.94x10 3.94x10
Solubilidad en agua 0.02907 2.654.075 1.866 1.866
(mglL)
LogKow 5.76 3.25 3.42 3.42
Densidad (g/cm®) 1.2 — — -

Todos los valores son obtenidos con el software USEPA [2017]. Programas de Estimacién Interface EPI-
Suite™ para Microsoft® Windows, v4.11. Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos,
Washington, DC, USA. https://goo.gl/P6N2lh

2.3 Métodos analiticos para el analisis de HAPs y sus metabolitos

El analisis de HAPs en microorganismos es dificil debido a la baja concentracion de los

compuestos individuales en la que se encuentran en este tipo de matrices (ng/g) ya que
generalmente la cantidad de materia disponible (algunos gramos) es limitada. El pretratamiento
de la muestra antes del analisis cromatografico es largo, en algunos casos el tiempo de
extracciéon de HAPs dura hasta 56 h. Por lo que se requieren procesos de purificacion y
preconcentracion mas eficientes, confiables y rapidos (Dominguez Gutiérrez, 2008; Pefia et al.,
2003).
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En la actualidad hay muchos métodos analiticos excelentes para la extraccion y

determinacion de HAPs en muestras acuosas y sélidas, disponibles en la literatura. Los analisis

generalmente se realizan por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

(CG-EM) y por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) con detector UV-DAD,

fluorescencia o con ambos detectores en serie. Las etapas de separacion y deteccion de HAPs

se describen ampliamente por el método 525 de la USEPA, que es para la determinacion de

compuestos organicos en agua potable mediante CG y en el método 550, para HAPs en agua
potable mediante HPLC (Busetti et al., 2006; Pefa et al., 2003; Dias et al., 2001).

Diversos metabolitos de los HAPs también han sido analizados. En la Tabla 3 se

muestran los métodos que se han reportado particularmente para dihidrodioles. En esta se

incluyen los trabajos realizados en el grupo de laboratorio, para el aislamiento de los

metabolitos se usé la metodologia de extraccion por EFS y DMFS que a continuacién se

describen en los apartados 2.3.1y 2.3.2.

Tabla 3. Métodos analiticos para el analisis de dihidrodioles de HAPs (dHAPs).

Autor Muestra HAPs Metabolitos Extraccion Fase estacionaria Fase mavil Analisis
Alfarhani, et al. Membrana Fluorescencia
' Orinah BaP 8,9-dBaP C18
(2016) rina humana a a SPE (RTF)
A | & Shahi Cultivo del h
grawal & shant - Lultivo gefhongo Py Pireno-trans-4 5-dihidrodiol  L-L DB-5ms capilar C6-MS
(2017) Coriolopsis byrsing
Cerniglia, et al. Cultivo fingico - trons-3,4-dBaA, trons-8,9- L uBondapack C18 Gradiente TLCHPLC-UW-
{1994) Cunninghamello elegans i dBaA, frans-10,11-dBaA LPorasil silica ACN:H,0 WS
Cultivo de microalga
Garcia de Ll \ 4,5-dBaP, 7,8-dBaP, 9,10- ) | 3t
arcia de Liasera,  Selenastrum BaP : : SPE,MSPD  NucleosilC18 socratcs HPLAC-FD-MS
etal. (2016) copricomutum dBaP MeOH:H,0
Scenedesmus acutus
ZE[;C'E fﬂeélaseral g”{'t'w gzmmalga o SFdBaABOdBaA 1011 SEMSPD, Gradiente LCUVDAD
arcia-Cicoure Eer?us m a dBaA on-line SPE ucleosi MeOH:Hy0
(2017) capricomutum
Gibson, etal. Cultivo bacteriano de aan cis-1,2-dBaA, cis-8,9-dBad, L Permaphase ODS  Isocratica TLCHPLC-UW-
[1975) Beijerinckia sp > cis-10,11-dBaA, cis-5,6-dBak C18 MeOH:H,0 MS
X ) ) BaP, 4 5-dBaP, 7,8-dBaP, 9,10- Hichrom Gradiente
HernandezBlanco  Cultivo de microalga )
) BaA, dBaP, 5,6-dBaA, &, 2-dBaA, Spherisorb ODS MeOH:H,0 HPLC-FD,
& Garcia de Selenastrum SPE, MSPD ) L
Liasera (2016) JE— BbF, 10,11-dBaA, 1,2-dBbF, 9,10- C18, Hypersil Isocratica HPLC-UV
° BkF dBbF, 11,12-dBbF, 8,9-BkF Green PAH MeOH:H,0
) Cultivo bacteriano de )
lin, etal. (2015) Py cis-4,5-BaP L-L Columna Rix-5M5 CGE-M5
Rhodococcus sp
Criseno-trans-1,2- Isocratica ACM
Jonssan, et al. ailis d 4 Ch dihidrodiol L GraceVydac C18,  conacetate de HPLC-FD, CG-
ilis de pescado -
(2004) . V' Criseno-trans-34- AgilentCP-5il 8CB  amonio, gas M5
dihidrodiol helio
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Tabla 3. Continuacién. Métodos analiticos para el analisis de dihidrodioles de HAPs.

) Almeja Ruditopes Zorbax Eclipse Gradiente
10 Liu,etal. (2014 BaP 7,B-dBaP L-L HPLC-FD
luetal (2014) L inarum 2 i PAH MeOH:H,0
Cultivo de microalga Hichrom
Olmos-Espejel, et On-5PE, Off- Isocratica
11 BaP 4,5-dBaP, 9,10-dBaP i HPLC-FD
al. (2012) Selenastrum spE,mspp  SPRerisorbODS Lo
copricomutum C18
12 Pampanin, et al. 8ils de bacal N ph Dihidrofenantrena-1,2-diol HPLC-FD
(2016) s c& becal """ Dihidronaftaleno-1,2-diol
13 Schoeny, et al. Eullltlw Srzmlcrnalga 2ap 8 10-dBaP, cis-4,5-dBaP, cis- L HPLEALSC
elenastrum a - -
[19B8) . 7,B-dBaP, cis-11,12-dBaP
copricormnutum
Sette, etal. . . . Gradient
14 elle, ela Orina de cangrejo Phe Diolfenantrenc SPE Grace Viydac C18 reciemte HPLC-MS
(2013) MeOH:H;0
15 Sutherland, etal.  Cultivos flingicos de A Antraceno-trans-1,2- L orbax ODS CL8 Isocratica HPLEUV
e - orbax -
(1992) Rhizoctonia solani dihidrodiol MeOH:H;0
16 Umar, etal. C bacter sakozakii P -4 5-dBaP L-L TraceGOLDTG- Gas heli CG-M5
ronobacter sakazakii cis-4,5-dBa - as helio -
(2017) v SMS
Cultivo de microal
. Warshawsky, et S“f e trzm'cma €8 o | VoBP7EdSP 010 o05.C15 LPLCUVMS
al. (1988) slenastrum 2 dBaP, 11,12-dBaP
copricomutum
18 Warshawsky, et Cgltwu convariedad de Bap 4,5-dBaP, 7,8-dBaP, 9,10- L 0D5-C18 Gradiente HPLC-FD
al. (1995) microalgas dBaP, 11,12-dBaP MeOH:H;0
Cultivo bacteriano de
Warshawsky, et veobactenum spy 4,5-dBaP, 9,10-dBaP, 11,12- Gradiente
19 V. cultivo de microalga BaP ' T e L-L Resolve C18 HPLC-UV
al. (2007) dBaP MeOH:H;0
Selenastrum
copricomutum

2.3.1 Extraccién en fase soélida (EFS)

La EFS se basa en el reparto de los compuestos entre una fase liquida (muestra) y una
fase sdlida (adsorbente). Fue desarrollada a mediados de los anos 70 como alternativa a la
extraccion liquido-liquido, siendo asi una técnica aceptada por la USEPA para la preparacion de
muestras de agua potable y agua residual para el analisis de contaminantes organicos (Camel,
2003). Es una de las técnicas de preparacion de muestra mas ampliamente utilizadas para
matrices liquidas e incluso gaseosas antes de su analisis por técnicas instrumentales como
cromatografia de liquidos o gases. Mediante la EFS se consigue la extraccion del analito, la
eliminacion de interferencias y su concentracion (Canosa Rodriguez, 2008; Marcé & Borrull,
2000).

En metodologias basadas en esta técnica, la muestra liquida se aplica a un cartucho o
pre-columna empacada con un adsorbente capaz de fijar los compuestos de interés. La
recuperacion de los analitos se lleva a cabo por la adicion de un volumen pequefio de
disolvente de elucion fuerte ya sea disolvente organico o en mezcla con agua, la fraccion se
colecta y puede inyectarse directamente o puede evaporarse a sequedad para reconstituirse en
un disolvente adecuado para su analisis (Simpson, 2000).

Los compuestos a ser extraidos deben tener mayor afinidad por la fase soélida que por la
matriz de la muestra liquida. La retenciéon puede involucrar fuerzas polares, no-polares o de

intercambio iénico (Hennion, 1999). Las fases estacionarias empleadas en la EFS son similares
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a las utilizadas en cromatografia de liquidos y pueden estar contenidas en tres posibles
formatos como se muestra en la Figura 2. De acuerdo con el caracter quimico del grupo
funcional unido a la silice o al copolimero, las fases resultantes se pueden clasificar en: no
polares, polares o de intercambio i6nico. La eleccion de los disolventes organicos depende de

la naturaleza de la fase estacionaria (Berrueta et al. 1995).

4 )

J

Figura 2. Formatos utilizados en EFS: a) jeringa, b) cartucho y c¢) discos. Tomado de Canosa, 2008.

Entre las multiples ventajas que presenta destaca las siguientes: reduccién del volumen
de disolventes, por lo tanto menor generacién de residuos, tiempo de analisis, costos, cantidad
de muestra, manipulacion sencilla de efectuar, ausencia de emulsiones y una mayor variedad
de fases estacionarias de diferente polaridad para emplearse (ver Tabla 4). Dentro de sus
principales limitaciones es que no se puede aplicar para muestras sdlidas o liquidas que sean

muy viscosas, los compuestos con elevado K,,, tienden a presentar bajos recobros.

Tabla 4. Adsorbentes empleados para EFS. Tomado de Canosa Rodriguez, 2008.

Adsorbente Tipo de fase Estructura
Octadecilsilano (C18) Invertida -Si-(CH;)17-CH3
Octilsilano (C8) Invertida -5i-(CHz)7-CHs
Fenilsilano Invertida -Si-Ph
Silice Normal -Si-OH
Cianopropif Normal -Si-{CH3)s-CN
Diolsilano Normal -5i-{CH3z)4-CHOH-CH;0H
sCxX Cambiador idnico -5i={CH;)3-503
SAX Cambiador idnico -Si-(CH,)3-N"(CH3)s
CBA Cambiador idnico -5i-(CH,);-COO°
Amberlita XAD-2 Polimérica Poliestireno-divinilbenceno
Bond Eiut ENV Polimérica Poliestireno-divinilbenceno
Isolute ENV'+ Polimérica Poliestireno-divinilbenceno
LiChrolut EN Polimérica Poliestireno-divinilbenceno
Oasis HLB Polimérica Divinilbenceno-vinilpirrolidona

El proceso de EFS consta de las siguientes 4 etapas basicas, ilustradas en la Figura 3:

1.- Acondicionamiento o activacion del adsorbente. Una vez empacado el cartucho con la fase
estacionaria. Se hace pasar a través del cartucho un disolvente 0 mezcla de disolventes

adecuados, solvatando los grupos funcionales de la fase estacionaria, humectando el material

13



de empaque, eliminando asi las impurezas que estén retenidas en la fase y facilitando la
transferencia de la muestra.

2.- Carga de la muestra. Se aplica la muestra desde la parte superior del material adsorbente.
El objetivo de esta etapa es retener cuantitativamente el analito. Algunos contaminantes pueden
pasar sin retenerse, en cambio otros componentes de la matriz pueden retenerse en la
superficie del adsorbente.

3.- Lavado de adsorbente o eliminacién de interferencias. Se utilizan disolventes con gran
afinidad por las interferencias sin desplazar a los analitos. Permite la eliminacién de cualquier
resto de compuestos de la matriz que se han retenido en el adsorbente. Una etapa de secado
también puede ser aconsejable para matrices acuosas, para eliminar trazas de agua del
sorbente solido. Esto eliminara la presencia de agua en el extracto final, que, en algunos casos,
puede dificultar la posterior concentracion del extracto y/o el analisis.

4.- Elucion de analitos. Con un disolvente apropiado a flujo constante se recupera el analito de
la fase estacionaria sin la eliminacion de los componentes de la matriz retenidos. Por lo general
se utiliza un pequefio volumen de disolvente organico, aunque también se puede realizar una
desorcion térmica (Cromlab, 2017; Camel, 2003; Thurman & Mills, 1998).

/ Analito de interés \

1. MeOH ° * Disolvente Disolvente Disolvente
2. H,0 AN débil mas fuerte aln mas fuerte

-

)24

Acondicionamiento  Aplicacion de Elucion de los solutos Elucion del
de columna la muestra inicial débilmente retenidos analito de interés

- 4

Figura 3. Pasos en una extraccién en fase sélida. Tomado de Harris, 2001.

2.3.2 Dispersion de matriz en fase sélida (DMFS)

La DMFS es una técnica de preparacion de muestra desarrollada en 1989 por Barker
S.A, este procedimiento surge como una modificaciéon a la EFS. Por su simplicidad y flexibilidad
se le ha dado multiples usos, encontrando aplicacion particular como un proceso analitico para
la extraccion y fraccionamiento de muestras biolégicas sélidas, semisodlidas y viscosas. Las

ventajas que presenta respecto a las técnicas clasicas de extraccion son: la pequefia cantidad
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de muestra que se requiere, es un proceso rapido que no requiere instrumentacion costosa, se
obtienen recuperaciones eficientes de los analitos de estudio, es una técnica versatil como EFS
y eco-compatible.

La DMFS permite el fraccionamiento completo de los componentes de la matriz de la
muestra asi como la capacidad para eluir selectivamente un unico compuesto o varias clases de
compuestos a partir de la misma muestra. Ha sido mas frecuentemente aplicada al aislamiento
de farmacos, herbicidas, pesticidas y otros contaminantes de los tejidos animales, frutas y
verduras. La eficiencia y selectividad depende de varios factores en su mayor parte estos son
los mismos factores que son reconocidos como influyentes en el rendimiento de un
procedimiento de EFS entre los cuales destacan: naturaleza del adsorbente o dispersante,
utilizacion de coadsorbentes, naturaleza de la matriz, secuencia de elucion, naturaleza del
disolvente (Barker, 2000, 2007).

El procedimiento general de esta técnica consiste en 4 pasos fundamentales (ver Figura 4):

1.- Dispersion de la muestra. Primero se lleva a cabo un maceramiento manualmente de la
muestra con el adsorbente previamente acondicionado y seco, el cual debe de ser a fin a los
analitos, hasta adquirir una mezcla homogénea de un tamafo de particula pequefio y constante
sobre un mortero de agata, paso que tarda unos 30 segundos. No se deben emplear morteros
de porcelana u otros materiales porosos porque se ha demostrado que conducen a la pérdida
de la muestra y del analito. La funcién de realizar este triturado es romper las cadenas lipidicas
de las matrices, es decir el adsorbente sirve como abrasivo, disgregante y dispersante. Asi de
esta manera la muestra se dispersa sobre la superficie del material de soporte de fase unida,
produciendo a través de interacciones hidréfobas e hidréfilas de los diversos componentes, una
fase-caracter mixto Unico para llevar a cabo el aislamiento del analito. La proporcion muestra-
adsorbente varia de acuerdo al tipo de matriz y de adsorbente que se utilice, de manera general
la proporcidn adecuada para una buena extracciéon es 1:4 muestra—adsorbente.

2.- Empaquetamiento. El material mezclado se transfiere y se envasa en una columna
adecuada del mismo tipo que se utilizan en EFS, para llevar a cabo la elucién secuencial con
disolventes.

3.- Lavado de interferentes. Con algun disolvente apropiado o secuencia de disolventes
adecuada se pueden eliminar posibles interferencias que se encuentran presentes en la matriz.
4.- Elucion de analitos. Empleando un disolvente apropiado, que debe tener una mayor afinidad
por el soluto que la que tiene por el adsorbente, se solubiliza el compuesto de eleccion y se

recolecta el extracto para su posterior analisis por CG o CL (Barker, 2007; 2000).
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Dispersion de
la muestra con

Empaquetamiento Lavado de
K el adsorbente

de la fase dispersa interferentes /

Figura 4. Pasos en la dispersion de matriz en fase sélida. Adaptado de Barker, 2007.

2.4 Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

La cromatografia de liquidos es una técnica de analisis quimico ampliamente utilizada, la
cual permite separar fisica y cuantitativamente los distintos componentes de una solucién por la
absorcion selectiva de los constituyentes de una mezcla; consta de dos fases, una fija que
suele llamarse estacionaria y una movil, que influye permanentemente durante el analisis y que

en este caso es liquida.

2.4.1 Diversidad cromatografica

Todas las separaciones cromatograficas, incluyendo HPLC operan bajo el mismo
principio basico; separacion de una muestra en sus partes constituyentes debido a la diferencia
en las afinidades relativas de diferentes moléculas de la fase mévil y la fase estacionaria
utilizada en la separacion. Dependiendo del sistema que se emplee de fase estacionaria en el
proceso se habla de: cromatografia fase normal, cromatografia fase reversa, de exclusion por
tamano y de intercambio idnico.

Con base en las polaridades relativas de la fase mévil y la fase estacionaria, se
distinguen los tipos de cromatografia. Se le conoce como cromatografia de fase normal aquella
en donde las fases estacionarias son de elevada polaridad y la elucion se realiza con solventes
relativamente no polares como etiléter, cloroformo y n-hexano. En la cromatografia en fase
inversa, la fase estacionaria es no polar, con frecuencia un hidrocarburo, y la fase moévil es un
solvente relativamente polar como agua, metanol, acetonitrilo o tetrahidrofurano.

En la cromatografia en fase normal, el componente menos polar se eluye primero, al
aumentar la polaridad de la fase mavil ocasiona una disminucién del tiempo de elucién. En
cambio con la cromatografia de fase inversa, los componentes mas polares aparecen primero y
un aumento de la polaridad de fase movil incrementa el tiempo de retencion.

Los empaques de fase unida quimicamente se llaman de fase inversa cuando el

revestimiento enlazado tiene un caracter no polar, y de fase normal cuando el revestimiento
16




contiene grupos funcionales polares. Se calcula que mas de tres cuartas partes de todas las
separaciones mediante HPLC se llevan a cabo en la actualidad en columnas con empaques de
fase inversa.

La principal ventaja de las separaciones en fase inversa es que el agua se puede utilizar
como fase movil. El agua es barata, no tdxica, es un solvente transparente a la radiacion UV y
compatible con los solutos bioldgicos. Lo mas comun es que el grupo R del siloxano en estos
revestimientos sea una cadena C8 (n-octilo) o una cadena C18 (n-octildecilo). Para el caso de
rellenos comerciales de fase normal unida quimicamente, R en la estructura del siloxano es un
grupo funcional polar como: ciano (-C,H,CN), diol (-C3HeOCH,CHOHCH,OH), amino
(-C3HgNHS,) y los dimetilamino (C3HgN(CHs),).

En este trabajo se hace uso especificamente de la cromatografia de reparto en fase
inversa con fase estacionaria quimicamente enlazada con grupos C18, la cual es una técnica
de separacion de compuestos organicos neutros, adecuada para compuestos no polares o de
mediana polaridad. Se basa en el equilibrio del soluto entre dos fases. La fase estacionaria que
esta unida quimicamente a la superficie del soporte solido y la fase mdévil. La fase estacionaria
es no polar (C18) y la fase moévil es polar (MeOH:H,O). La eleccion de la fase movil es
fundamental ya que si presenta una fuerza de elucion alta, eluira a las especies retenidas mas
rapidamente que una con menor poder eluyente. La fase mévil puede ser un disolvente puro o
una mezcla de disolventes (comunmente agua/metanol/acetonitrilo); algo importante es que
deben ser grado HPLC, esto implica un 99% o mas de pureza para evitar contaminantes que
puedan interferir en la elucién de la muestra o bien que contengan algunas pequefias particulas
que puedan tapar la columna. Cuando se mantiene constante la composicion de la fase movil
durante toda la separacién, se denomina isocratica.

Sus aplicaciones van desde compuestos no polares con masas <5000, muestras
solubles en disolventes no polares, adecuada para el andlisis de moléculas no ionizantes,

insolubles en agua.

2.4.2 Instrumentacion

Los componentes fundamentales de un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion
tipico se muestran en la Figura 5. La fase movil puede ser un disolvente puro o una mezcla de
disolventes grado HPLC, con el fin de evitar contaminantes que puedan interferir en la elucion
de la muestra o bien que contengan algunas pequefias particulas que puedan tapar la columna
o burbujas que interfieran con el sistema de deteccion por lo que es necesario filtrarlos y
desgasificarlos antes de que pasen por la columna. Esta fase puede almacenarse en
recipientes de vidrio o acero inoxidable mientras que, por un sistema de bombeo pasa por toda

la tuberia y la columna cromatografica. La bomba con una presién y flujo constante envia el
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disolvente hacia la valvula inyectora que es una valvula de seis vias que permite introducir a la
fase movil con la muestra, la cual es contenida en un /oop de volumen calibrado en la misma
valvula.

Luego de colocar a posicién de inyeccion la valvula, la muestra es arrastrada por el flujo
hacia la columna para la separacion de sus componentes. Generalmente estas columnas
constan de un recubrimiento exterior de acero inoxidable con diametro interno uniforme. Su
empaquetamiento difiere en tamafo, dimensiones y relleno dependiendo de la naturaleza del
analito que se ha de separar. En muchas ocasiones, para aumentar la vida de la columna
analitica se coloca entre la valvula y la columna una precolumna que elimina la materia en
suspension y los contaminantes de los disolventes. Los componentes de la mezcla pasan al
detector, éste se explica con mas detalle en el apartado 2.4.2.1. El cual da una sefial eléctrica
proporcional a la cantidad de materia; solo la sefial es enviada al registrador que a su vez da un
cromatograma de intensidad en funcién del tiempo y el flujo es enviado a un recipiente de

residuos para su posterior desecho.

// Muestra N

Bane Valvula
inyectora

Fase

-
Columna j}—- Detector

Registrador
Integrador

movil

\\ Residuos J
Figura 5. Esquema de los componentes de un HPLC. Adaptado de https://goo.gl/E6eaj3

2.4.2.1 Detectores

En HPLC existen dos tipos basicos de detectores: 1.-Los basados en una propiedad de
la disolucion. 2.-Los basados en una propiedad del soluto. El detector se coloca al final de las
columnas, responde a la concentracion del soluto en funcidn del tiempo, obteniéndose una serie
de picos y generando un grafico que se denomina cromatograma. La posicion de los picos en el
eje del tiempo puede servir para identificar los componentes de la muestra.

Las caracteristicas de los detectores tanto en CG como en CL es que deben de poseer
sensibilidad adecuada, estabilidad y reproducibilidad, respuesta lineal para los solutos, tiempo
de respuesta reducido, no destruir la muestra, alta confiabilidad y sencillo manejo. Algunos de
los detectores mas usados en HPLC son: detectores de absorbancia ultravioleta-visible,
detectores de fluorescencia, detectores de indice de refraccion, detector de dispersion de luz,
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detectores electroquimicos, detectores por espectrometria de masas. En este trabajo se usaron
los dos primeros que a continuaciéon se describen.

Detector de UV-Vis: Son los mas utilizados. Su fundamento es la espectrofotometria de
absorcion de luz visible y ultravioleta de un componente a una determinada longitud de onda.
Las fuentes con de deuterio o flamentos de tungsteno con filtros de interferencia proporcionan
una forma sencilla de detectar las especies absorbentes. Los mas potentes son los que utilizan
un montaje de fotodiodos para registrar el espectro completo de cada soluto que pasa por el
detector. Los datos de absorbancia se representan en funcién de la longitud de onda y del
tiempo.

Detector de fluorescencia: En la mayoria de ellos, la fluorescencia se detecta por medio
de un transductor fotoeléctrico colocado 90° respecto al haz de excitacion. Una ventaja
inherente de los métodos de fluorescencia es su alta sensibilidad que resulta ser mayor por mas
de un orden de magnitud que la mayoria de los procedimientos de absorcién. Los detectores
mas sencillos utilizan una fuente de excitacion de mercurio y uno o mas filtros para aislar la
fuente de radiacién. Los instrumentos mas complejos consisten en una fuente de xenén y

emplean un monocromador para aislar la radiacion fluorescente.

2.4.3 Definiciones de parametros cromatograficos

Tiempo muerto (t,): Es el tiempo que tarda en pasar un soluto no retenido a lo largo de la
columna

Tiempo de retencion (tr): Tiempo necesario para transportar la banda de soluto desde el
punto de inyeccion a través de la columna, hasta el detector, en el punto maximo del pico del
soluto.

Factor de capacidad (k’): También conocido como factor de retencién es un parametro
que se utiliza para describir las velocidades de migracion de los solutos en las columnas.

Selectividad (a): Este factor se define en un sistema cromatografico para dos solutos A 'y
B, como la relacién de la constante de distribucion del soluto retenido con mas fuerza, B, y la
constante de distribucion del soluto retenido con menos fuerza, A.

Eficiencia (N): De una columna cromatografica depende del ensanchamiento de la
banda que ocurre cuando un compuesto pasa a través de la columna. La medicién cuantitativa
de la eficiencia se expresa en términos de nimero de platos tedricos. Este refleja el nimero de
veces que el soluto se reparte entre las dos fases durante su paso a través de la columna.

Resolucién cromatografica (Rs): Medida cuantitativa de la capacidad de la fase

estacionaria para separar dos analitos Ay B.
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2.5 Biodegradacion y biorremediacion

Los HAPs son contaminantes presentes en el aire, suelo, medios acuaticos, sedimentos,
aguas superficiales y subterraneas. La persistencia de HAPs en el medio ambiente depende de
sus caracteristicas fisicas y quimicas. En el aire son degradados por foto-oxidacién, en suelo y
agua pueden someterse a foto-oxidacion, oxidacion quimica, volatilizacién, bioacomulacion,
adsorcion y adhesion a la matriz del suelo (Juhasz & Naidu, 2000; Cerniglia, 1993).

La limpieza de los sitios contaminados ha puesto en marcha alternativas para la
restauracion de los danos ambientales. Varios métodos fisicos y de tratamiento quimico, como
la incineracion, decloracion por catalisis basica, oxidacion UV, la fijacién, la extraccion con
disolventes, etc., ya estan en la practica. Sin embargo presentan desventajas como el costo, la
complejidad, carga reguladora, en muchos casos, no destruyen los compuestos contaminantes
por completo, son procesos muy lentos que pueden acelerarse introduciendo conjuntos de
microorganismos en los ambientes contaminados como bacterias, hongos, plantas o algas
(Ghosal et al., 2016; Gan et al., 2009; Ferrera-Cerrato et al., 2006). Desde los afios 1970, la
investigacion sobre la degradacién biolégica de HAPs ha demostrado que las bacterias, hongos
y algas poseen capacidades catabdlicas que pueden ser utilizadas para la descontaminacion de
suelos y agua (Juhasz & Naidu, 2000).

Con el fin de resolver este problema se ha propuesto una técnica de limpieza eficiente,
ecoldgica, a un costo reducido y en condiciones ambientales conocida como biorremediacion,
que se estd mejorando progresivamente. Esta técnica utiliza y manipula las capacidades de
desintoxicacion de los organismos vivos para convertir desechos organicos peligrosos
incluyendo xenobidticos (sustancia sintética extrana al ser viviente, excluye vitaminas y
hormonas) en productos inocuos, a menudo didxido de carbono y agua. Sin embargo, a veces
es posible que el contaminante se transforme en un producto final mas toxico. Es por esto que
es esencial confirmar que el contaminante es completamente mineralizado al final del
tratamiento (Ghosal et al., 2016).

La biodegradacion se define como el proceso natural por el cual los microorganismos
degradan o alteran moléculas organicas transformandolas en moléculas mas pequefias y no
toxicas. La biorremediacion se define como el empleo de organismos vivos para eliminar o
neutralizar contaminantes del suelo o del agua. En los procesos de biorremediacion
generalmente se emplean mezclas de microorganismos, aunque algunos se basan en la
introduccion de cepas definidas de bacterias u hongos, algas (especialmente cianobacterias o
algas azules) y plantas genéticamente modificadas (Ferrera-Cerrato et al., 2006; Juhasz &
Naidu, 2000). A continuacion en la Figura 6 de manera general se esquematiza la degradacion
de los HAPs.
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Figura 6. Degradacion de HAPs, adaptado de Cerniglia 1993. a) Proceso del destino de los HAPs en el
medio ambiente. b) Etapas iniciales en las vias metabdlicas microbianas para la oxidacion
(biodegradacién) de HAPs.

En las ultimas décadas, ha habido un gran progreso en el estudio de la biorremediacion
de hidrocarburos aromaticos policiclicos. Las microalgas son uno de los principales productores
de energia primarios en los ecosistemas acuaticos, y juegan un papel vital en el destino de los
HAPs en esos entornos. En comparacion con las bacterias y los hongos, se ha prestado
relativamente poca atencién a la biodegradacion de HAPs de alto peso molecular por
microalgas (Ghosal et al., 2016). La biorremocién de HAPs ha sido demostrada en microalgas
como Prototheca zopfii, Selenastrum capricornutum, Scenedesmus acutus, Ankistrodesmus
braunii, Chlamydomonas ulvaensis, Chlorella pyrenoidosa, Chlorella vulgaris y Scenedesmus
brasiliensis, el fitoflagelado Euglena gracilis y las cianobacterias Anabaena cylindrica,
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Phormidium foveolarum, Oscillatoria sp y Agmenellum quadruplicatum, son eficientes para
degradar diversos compuestos organicos incluyendo derivados del petréleo y HAPs (Ghosal et
al., 2016; Ferrera-Cerrato et al., 2006). En otros estudios se ha evaluado la oxidacién del BaP
por la microalga S. capricornutum, resultando la identificacion de la formacion de los productos
de biodegradacién: cis-4,5-, 7,8-, 9,10- y 11,12-BaP-dihidrodioles, que implica la participacion
de un sistema de enzimas llamadas dioxigenasas, similar a los del sistema de degradacion de
HAPs por bacterias, pero diferente de los hongos (organismos eucariontes) para los que se
implica un sistema de monooxigenasas (Ghosal et al., 2016; Juhasz & Naidu,2000; Warshawsky
et al., 1988).

La eficacia de la biorremediacion se ha investigado principalmente en condiciones
ideales de laboratorio, con un pH casi neutro y a temperatura mesoéfila (temperatura 6ptima de
crecimiento de un organismo esta entre 15 y 35°C). Sin embargo, en la situacién real, la
biorremediacion sélo puede ser eficaz en los sitios donde las condiciones ambientales permiten
el crecimiento microbiano y expresen la actividad enzimatica asociada de manera que los
microorganismos pueden atacar enzimaticamente los contaminantes transformandolos en
productos inocuos. Numerosos factores bidticos y abidticos (tales como la temperatura, el pH, el
oxigeno, la disponibilidad de nutrientes y la biodisponibilidad de los contaminantes por su baja
solubilidad en agua y fuerte adsorcion a la matriz del suelo) aparentemente pueden diferir de un
sitio a otro, lo que a su vez puede influir en el proceso de biorremediacion en esos entornos ya
sea inhibiendo o acelerando el crecimiento de los microorganismos degradantes (Ghosalet al.,
2016; Cerniglia, 1993).

2.6 Generalidades de las microalgas

Las algas representan a un grupo de microorganismos residentes en numerosos
habitats, aunque predominantemente se encuentran en medios acuaticos o muy humedos
(Dreckmann, 2013). Las algas son un grupo de organismos acuaticos con metabolismo
autétrofo (son capaces de sintetizar su propio alimento) que presentan como pigmento
fotosintético primario la clorofila A, caracteristica que comparten con las plantas. La clorofila A
es un pigmento fotosintético, alcanza un espectro de absorcién de luz de 663-430 nm. Sin
embargo también presentan otro tipo de clorofilas y pigmentos accesorios para realizar de
manera Optima la fotosintesis. Ademas de la clorofila A, encontramos a la clorofila B y la
clorofila C (en sus formas C1y C2).

A pesar de la controversia generada en torno a su clasificacion bioldgica y a su estrecha
relaciéon con otros grupos, las algas comparten una serie de caracteristicas propias que las
identifican como grupo: no presentan raiz, tallo y hojas y caracteristicas comunes que las han

mantenido como una agrupacion artificial. La organizacion que presentan, con excepcion de los
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representantes de las algas verde azules es de tipo eucariota. En contraste, las algas verde-
azules, presentan una organizacion celular tipo procariota (Dreckmann, 2013). En cuanto a su
nutricién son principalmente autétrofos (fotoautétrofos o quimioautétrofos), la fotosintesis es su
principal via de nutricidon, sin embargo existen grupos que presentan un tipo de nutricién
heterétrofa (osmotrofica, fagotropica o saprobidtica). Para su crecimiento requieren de varios
factores como son los nutrientes, la fuente de nitrégeno (amoniaco, nitrato, nitrito), fosforo,
diéxido de carbono, asi como la disponibilidad de energia luminica sobre un periodo diario de
fotosintesis.

Las algas son un conjunto de organismos, muchos de los cuales son unicelulares con
tamanfos entre 3-10 uym por lo que forman distintos niveles de organizacion, grados de
complejidad morfologica y fisiologica. Se reconocen diferentes tipos de organizacion,
comenzando desde el nivel unicelular que es el mas sencillo hasta el pseudoparénquima de las
algas pardas que es el mas complejo (Dreckmann, 2013). A grandes rasgos como se muestra
en la Figura 7 podriamos categorizarlas como microalgas y macroalgas de acuerdo a su

organizacion visual.
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Figura 7. Niveles de organizacién de las algas clasificados de acuerdo al incremento en complejidad
estructural. Adaptado de (Dreckmann, 2013).
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Las algas pueden reproducirse por dos vias, la asexual, fisién binaria para algas verde-
azules y en otras algas unicelulares es por mitosis. El método de reproduccion asexual consiste
simplemente en la division repetida de un mismo organismo, resultando el incremento de la
biomasa en una poblacion, no implica la recombinacién genética.

Las algas habitan en ambientes acuaticos, suspendidas en la columna de agua
(plancténicas) o asociadas a un sustrato (benténicas), aunque también es posible encontrarlas,
en el aire, suelo, rocas, corteza de arboles y hielos. También pueden vivir tanto en agua dulce
como salada. Las condiciones de vida libre de las microalgas pueden ser simuladas en el
laboratorio, su cultivo debe considerar los elementos de todo cultivo microbiano, asi como las
condiciones de su inoculacién o siembra y las condiciones éptimas de crecimiento, temperatura,
intensidad luminosa, salinidad, nutrientes y pH varian ampliamente de una especie a otra
(Dreckmann, 2013).

2.6.1 Generalidades de Selenastrum capricornutum

Es una microalga verde unicelular uninucleada, de morfologia fusiforme o media luna, en
general no forma agrupaciones ni aglomeraciones, su crecimiento se ve influido por la
temperatura y tiene un volumen aproximado de 40-60 mm?®. Esta especie es comln en
ecosistemas acuaticos de agua dulce, tanto en sistemas ricos en sales minerales, como en
aquellos en donde hay una escasez de nutrientes. De acuerdo a la Universidad de Austin
Texas, en Medio Bristol Proteosa Peptona, temperatura de 25°C a los 15-20 dias alcanza una
biomasa de 5 mg en 15 mL de medio (Montafio Montiel, 2012). Ha sido utilizada de manera
extensa en bioensayos, razén por la cual existe considerable informacion sobre sus
caracteristicas de crecimiento y métodos de cultivo (Leén Santiago, 2016). Otros nombres con
los que se puede identificar es Pseudokirchneriella subcapitata, Kirchneriella subcapitata,

Ankistrodesmes subcapitatus y Raphidocelis subcapitata.

2.6.2 Generalidades de Scenedesmus acutus

Es una microalga verde unicelular, la cual es una célula elipsoide u ovoide y su tamano
celular esta entre 15-17.5 ym de largo y entre 4-7 ym de ancho, que se caracteriza por formar
grupos de cuatro o mas células, se reproduce en aguas ricas en nutrientes, especialmente con
alto contenido en nitrégeno, ya sean rios o arroyos, lagunas o lagos tanto permanentes como
estacionales. En condiciones de laboratorio su crecimiento se da en Medio Bristol Proteosa
Péptona alcanzando una biomasa de 5 mg en 15 mL al dia nueve de crecimiento. A partir del
sexto dia forma aglomeraciones que pueden detectarse visualmente las cuales se disgregan al

agitar el medio manualmente. También es conocida con el nombre de Scenedesmus obliquus
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(Ldrling & Van Donk, 1999). A continuacion se presenta en la Figura 8 la fotografia de las

microalgas descritas anteriormente en los apartados 2.6.7y 2.6.2.
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Figura 8. Fotografias de Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus. Imagen propia, vista con
objetivo de 40x.

2.7 Inmovilizacion de microalgas

Las microalgas son principalmente microorganismos convertidores de energia solar muy
eficientes que pueden producir floraciones masivas (De-Bashan & Bashan, 2010). El
atrapamiento de células dentro de esferas de alginato de calcio se ha convertido en la técnica
mas utilizada para inmovilizar células vivas. Este método versatil incluye aplicaciones en la
industria, la medicina, la agricultura y la farmacéutica, que van desde la inmovilizacion de
células vivas o muertas en biorreactores, la inmovilizacion de protoplastos vegetales para la
micro propagacion, la inmovilizacion de células de hibridoma para la produccion de anticuerpos
monoclonales y hasta el atrapamiento de células animales para la implantacién de 6rganos
artificiales (Smidsrad & Skja’k-Brik, 1990).

Una célula inmovilizada se define como una célula viva que por medios naturales o
artificiales, se evita que se mueva independientemente de su ubicacion original a todas las
partes de una fase acuosa de un sistema. Especialmente la inmovilizacion de microalgas, como
parte de una tendencia global de la inmovilizacion de microorganismos en una variedad de
matrices, se utiliza para una amplia variedad de aplicaciones biotecnologicas que comenzé
hace mas de 40 afios (De-Bashan & Bashan, 2010).

La mayoria de las técnicas generales de inmovilizacion de microorganismos se pueden
modificar facilmente. EI método mas comunmente utilizado es la inmovilizacién (también
conocido como atrapamiento en red tridimensional o encapsulacion en membranas) en los
polimeros. La inmovilizacion de microalgas para el tratamiento de aguas residuales se basa en

el principio de mantener las células vivas dentro de una matriz de gel, metabdlicamente activas
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el mayor tiempo posible durante el cual tienen movilidad muy limitada (De-Bashan & Bashan,
2010; Smidsrgd & Skja’k-Brik, 1990).

Hay reportes de la inmovilizacion de microalgas en geles de polisacaridos, como una
forma experimental para utilizar estos microorganismos para el tratamiento de aguas residuales
ya que aminora la mayor dificultad de recoger enormes poblaciones de células desarrolladas
durante el tratamiento, lo que se complica en los tratamientos regulares con microalgas libres.

Por consiguiente para la inmovilizacion se han empleado polimeros de polisacaridos
naturales provenientes de algas como alginato, carragenina, agar, agarosa, quitosano y
sintéticos como la acrilamida, poliuretano, polivinilo y resinas. En particular el alginato es el
polimero de eleccion, estd hecho de diferentes proporciones y secuencias de acidos
manuroénico y gulurdnico extraidos de algas pardas, ya que son faciles de manejar, no téxico
para los seres humanos, el medio ambiente y los microorganismos atrapados, legalmente
segura para uso humano, disponible en grandes cantidades, y de bajo costo (Avendano-
Romero et al., 2013).

En los sistemas de inmovilizaciéon poliméricos, similar a otros sistemas de biofiltracion,
no hay separacion fisica entre los microorganismos y el agua residual tratada. Los
microorganismos vivos se inmovilizan dentro del polimero debido a que los poros de la
membrana que los contiene son mas pequefos que los microorganismos, por lo que el fluido
fluye a través de ésta y sostiene su metabolismo y eventual crecimiento. El método de
inmovilizacion tiene algunas ventajas principales como concentrar en grandes cantidades la
biomasa que puede ser utiliza como un subproducto; tiene una alta resistencia a compuestos
téxicos dentro de las aguas residuales tratadas; se puede inmovilizar mas de un
microorganismo; es facil de aplicar la técnica (De-Bashan & Bashan, 2010).

Algunas limitaciones que tiene la inmovilizacién con alginato es la baja estabilidad en
concentraciones altas de Na*, Mg®, fosfatos, alta porosidad y biocompatibilidad ya que puede
dafar algunas células sensibles por las cantidades pequenas de polifenoles.

Por lo tanto las perlas de alginato deben tener una alta estabilidad mecanica y quimica,
propiedades de hinchamiento controlables, bajo contenido de contaminantes toxicos,
pirogénicos e inmunogénicos, tamafio de poro definido y una distribucioén estrecha de poro. La
difusion de moléculas pequefias parece ser muy poco afectada por la matriz de gel de alginato,
mientras que el transporte de moléculas mas grandes puede estar restringido. La porosidad de
los geles de alginato ha sido estudiada por varias técnicas, una de ellas es la micrografia
electronica de un gel de alginato de calcio al 2% que muestra poros que varian de 5 nm a 200
nm de diametro (Smidsrgd & Skja’k-Brik, 1990).
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lll. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.1 Materiales y equipos

3.1.1 Disolventes

Agua destilada (CONQUIMEX, MEXICO).
Agua grado cromatografico obtenida con un desionizador modelo Simplicity UV (Millipore, USA).
Alcohol etilico al 96° (CONQUIMEX, MEXICO).

Disolventes grado cromatografico: Metanol, Acetonitrilo, Isopropanol (J.T. BAKER, USA).

3.1.2 Estandares y reactivos de uso general

Estandar de Benzo[a]antraceno, pureza >99.2% (CHEMSERVICE, USA).
Estandares de metabolitos del BaA: cis-5,6-dihidrodiol, trans-8,9-dihidrodiol y trans-10,11-
dihidrodiol, pureza >99% (MRI Global Research Institute Missouri, USA).

Acido nitrico 10% v/v.

3.1.3 Cultivos

Algodon, gasas.

Agar bacteriolégico (MCD LAB, MEXICO).

Cloruro de calcio dihidratado (CaCl,-2H,0) (SIGMA-ALDRICH, USA).
Fosfato dibasico de potasio (K,HPO,) (J.T.BAKER, USA).

Fosfato monobasico de potasio (KH,PO,) (J.T.BAKER, USA).

Nitrato de sodio (NaNO3;) (MALLINCRODT, IRLANDA).

Peptona proteosa (MCD LAB, MEXICO).

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSQ,4-7H,0) (J.T. BAKER, USA).

3.1.4 Reactivos para inmovilizacién

Alginato de sodio (SIGMA-ALDRICH, USA).
Citrato de sodio (SIGMA-ALDRICH, USA).
Cloruro de calcio dihidratado (CaCl,-2H,0) (SIGMA-ALDRICH, USA).

3.1.5 Microorganismos

Cepas puras de las microalgas Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus, adquiridas

de la coleccion de cultivos de algas de la Universidad de Austin, Texas (UTEX, USA).
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3.1.6 Extraccion de BaA y sus metabolitos

Balanza semi microanalitica con precisién 0.01mg modelo Discovery DV215CD (OHAUS, USA).
Filtros (frit) para reservorios de 1 y 6 mL (MACHEREY-NAGEL, ALEMANIA).

Jeringa de plastico 20 mL con adaptador para cartuchos con reservorios de 1 y 6 mL (HSW).
Matraz kitazato con tapén mono horadado con aguja de 5 mL, unido al sistema de vacio.
Micropipeta Eppendorf de 2-20, 25-250 y 100-1000 uL con puntas Transferpette (BRAND,
ALEMANIA).

Mortero de agata de 30 mL con pistilo.

Reservorios de polipropileno de 1y 6 mL para EFS y DMFS (VARIAN, USA).

Silice Supelclean-LC C18, tamafo de particula 45 um (SUPELCO, USA).

Viales ambar con tapon de rosca de 40, 15y 1.5 mL.

3.1.7 Sistema cromatografico

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion constituido por dos bombas (LAB ALLIANCE
SERIE Il). Detector espectrométrico UV de longitud de onda variable modelo 200 (LINEAR
INSTRUMENTS). Jeringa cromatografica de 100 yL (HAMILTON, USA). Software Clarity
version 2.8.1.584, para la adquisicion de datos y tratamiento de los mismos. Valvula de
inyeccion manual modelo 7125i con rizo (loop) de 20 yL (RHEODYNE, USA). Calentador de
columna modelo TS-130 con temperatura fijada en 30°C (PHENOMENEX, USA). Columna
analitica Zorbax de fase reversa tipo Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mm, dp 3.5 ym) empacada
con silice fase reversa dimetil (octadecil) silano (AGILENT TECHNOLOGIES, USA). Columna
de guarda de acero inoxidable de 20x2.0 mm de diametro interno (UPCHURCH SCIENTIFIC,
USA), empacada en el laboratorio con silice fase reversa, Nucleosil C18 tamafo de particula de
5 ym (MACHEREY-NAGEL, ALEMANIA). La Figura 9 muestra la fotografia del cromatdgrafo.

'. | F 1 Y esdad]

Figura 9. Cromatografo de liquidos Lab Alliance Serie Il. Imagen propia.
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3.1.8 Equipos e instrumentos

Agitador orbital, para crecimiento de microalgas (THERMO SCIENTIFIC, USA).

Asa bacterioldgica de nicromel calibrada aproximadamente 1/100 negra d.i. 5 mm.

Autoclave eléctrica modelo 2540EL (TUTTNAUER, USA).

Balanza analitica con precisién 0.1 mg modelo Adventurer Pro AV114C (OHAUS, USA).

Bano de ultrasonido modelo 1510, para desgasificaciéon de la fase moévil (BRANSON, USA).
Campana de flujo laminar modelo 11231 BBC86 (BIOBASE, CHINA).

Celdas de plastico para region visible, 10 mm paso 6ptico.

Centrifuga modelo 225 (FISHER SCIENTIFIC, USA).

Centrifuga SIGMA Osterode (HARZ, ALEMANIA).

Espectrofotémetro modelo Spectronic Genesys 5 (THERMO SCIENTIFIC, USA).

Filtros de nitrocelulosa estériles con tamafio de poro de 0.22 ym y 47 mm de didmetro para el
sistema Sterifil (MILLIPORE, IRLANDA).

Frascos de vidrio de 250 mL (WHEATON).

Incubadora con temperatura y agitaciéon para bioensayos, modelo SI-600R (JEIOTECH,
COREA).

Lampara con foco de luz amarilla 20 W marca (OSRAM, MEXICO).

Lampara fluorescente de 14 W marca (OSRAM, MEXICO).

Material comun: vasos de precipitados, pipetas Pasteur de vidrio, portaobjetos, espatulas de
acero inoxidable, pinzas de diseccion, matraces erlenmeyer de 50, 300 mL, matraces
volumétricos de 25 y 10 mL, tubos de ensayo de vidrio, pipetas graduadas, pipetas volumétricas
15.0 y 3.0 mL probetas de 100 y 10 mL, etc.

Mechero de bunsen.

Microscopio 6ptico marca (NATIONAL OPTICAL, USA).

Sistema de esterilizacion aséptico Sterifil (MILLIPORE, USA).

Temporizador (timer) para controlar los ciclos de luz/oscuridad.

Tubos Eppendorf de plastico de 15 mL para centrifuga.

3.2 Preparacion de las disoluciones estandar de BaA y dBaA (s)

Las disoluciones de los estandares del BaA y sus metabolitos (dBaA) fueron preparadas
en ACN y mantenidas en congelacién a -15°C en viales color ambar. A partir de las disoluciones
stock de concentracion de 126.8 ug/mL para BaA y 67, 78, 61 ug/mL para los metabolitos 5,6-
dBaA, 7,8-dBaA, 10,11-dBaA, respectivamente, se prepararon las soluciones utilizadas en este
estudio. Se prepararon 25 mL de las disoluciones de BaA en concentracion de 20 ug/mL y por
separado una mezcla de los metabolitos 5,6-dBaA, 8,9-dBaA y 10,11-dBaA en concentraciones

de 2, 4 y 4 pg/mL, respectivamente. De esta ultima solucién se tomo la alicuota correspondiente
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disolviéndola en una mezcla de ACN:H,O 55:45% v/v para tener las concentraciones de trabajo
usadas en la validacién del sistema y del método, mostradas mas adelante en las Tablas 6 y 7.
La preparacion de la mezcla de metabolitos se hizo para efectuar el monitoreo de los tres
compuestos en una misma corrida cromatografica, la optimizacién de las condiciones de
separacion y deteccion se efectué con una disolucion de 5,6-dBaA 100 ng/mL, 8,9-dBaA 100
ng/mLy 10,11-dBaA 103 ng/mL preparada en mezcla ACN:H,0 55:45% viv.

3.3 EXPERIMENTACION

3.3.1 Esquema general de la experimentacién

La experimentacion desarrollada en el presente trabajo se puede clasificar en seis

diferentes etapas (bloques) de acuerdo al esquema presentado en la Figura 10.

-~

eSeleccién de longitud de onda de Emision \
eSeleccién de longitud de onda de Excitacién

eSeleccién de temperatura

eSeleccién de la fase estacionaria

eSeleccién de la fase movil

1

Optimizacion de las
condiciones de deteccion y

separacion

eCrecimiento

*Obtencidon de muestras
eInmovilizacidn
*Viabilidad en las cuentas

2

Manejo de los cultivos de
microalgas

eOptimizacion EFS para medio liquido
*Optimizacion del % de recobro
*Optimizacion DMFS para biomasa
*Optimizacion del % de recobro

3

Optimizacion de los métodos
de extraccion

4 elinealidad
ePrecision
Validacion del sistema oDy LC tedrico

tografi
cromatografico eLDy LC experimental

5 elinealidad

Validacién de la metodologia *Precision
de determinacién de dBaA(s) elDyLC
en cultivos de microalgas *%Recobro
inmovilizadas ePrueba estadistica t de Student

6

- > *Bioensayos de exposicion a diferentes tiempos
Aplicacién de la metodologia *Analisis de metabolitos formados

\ analitica /

Figura 10. Etapas desarrolladas en el proceso experimental.
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3.3.2 Optimizaciéon de las condiciones de deteccion y separacion

3.3.2.1 Seleccion de longitudes de onda éptimas para cada metabolito

Antes de efectuar la separacion de la mezcla de los tres metabolitos en estudio se
seleccionaron las longitudes de onda 6ptimas para su deteccion inyectando disoluciones
individuales de ellos en una columna Agilent Eclipse XDB-C18 4.6x150 mm y 5 ym dp y una
fase movil de MeOH:H,O 70:30% v/v. En esta columna se habia previamente probado en el
grupo de trabajo que se puede separar a los tres metabolitos con la fase movil indicada arriba
(Hernandez Camarillo, 2015).

Entonces, para optimizar las condiciones de deteccién, se realizaron barridos de
excitacion y emision para cada uno de los analitos con el detector de fluorescencia (FD).
Primero se hizo un barrido espectrométrico manteniendo fija la onda de excitaciéon en 280 nm y
variando la onda de emisién de 330 a 478 nm. Una vez seleccionada la onda de emision
adecuada se realizo otro barrido manteniendo la onda de emisién en 394 nm y variando la onda
de excitacion de 200 a 360 nm. Después de analizar el tamafio de los picos correspondientes a
cada compuesto, cuya variacion reflejalos espectros correspondientes, se buscé seleccionar las
condiciones de excitacion y emision que fueran el mejor compromiso de respuesta para los tres
solutos. Posterior a este analisis se siguid con la optimizacion, pero empleando las longitudes
de onda determinadas en las cuales los tres metabolitos presentaban sus maximos de

absorcion de acuerdo a las posibilidades del detector de fluorescencia.

3.3.2.2 Seleccidn de la temperatura

Se realizd el analisis con las condiciones cromatograficas anteriores y la deteccion
adecuada, inyectandose la mezcla de los metabolitos y probando dos temperaturas para la

columna analitica: 25°C y 30°C.

3.3.2.3 Seleccion de fase estacionaria

Se ensayaron diversas columnas cromatograficas con el fin de intentar mejorar la
separacion de los analitos y su tiempo de analisis, utilizando columna de guarda y las
condiciones previamente establecidas de longitudes de onda, temperatura y fase movil. La
identificacion de las columnas cromatograficas ensayadas se muestra a continuacion:

o Columna Hypersil Green PAH 4.6x100 mm 5 um dp.

o Columna Eclipse XDB-C8 de 4.6x150 mm 3.5 ym dp.

o Columna Eclipse XDB-C18 de 4.6x150 mm 5 um dp.

o Columna Eclipse XDB-C18 de 4.6x150 mm 3.5 um dp.
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3.3.2.4 Seleccion de la fase movil para la separacion

Para la optimizacién de la fase movil para la separacién, se realizé la inyeccion de la
solucion estandar con la mezcla de los tres metabolitos, variando la composicion de la fase
movil utilizando diferentes mezclas de MeOH:H,O 60:40, 65:35 y 70:30% v/v a un flujo de 1
mL/min y con la columna Agilent Eclipse XDB-C18 4.6x150 mm y 3.5 ym dp. La medicién del
tiempo muerto se llevo a cabo con la inyeccion de 20 pL de una disolucion de una sal inerte no
retenida en el sistema cromatografico, como lo es el nitrato de sodio, a una concentracién de
100 mg/L. Con los tiempos de retencion obtenidos de los metabolitos y con el tiempo muerto
determinado, se calculé el factor de capacidad (k') de los metabolitos para cada proporcién de
fase movil, que es el tiempo relativo que pasa el soluto en cada fase. Los valores de k™ se
calcularon usando la Ecuacion 1, posteriormente se determiné la dependencia de k™ en funcién

del porcentaje de metanol, con el grafico de log k= f(%smetanol).
e O (Ecuacion 1)

Donde k” es el factor de capacidad, fr es tiempo de retencién y t, el tiempo muerto, ambos

parametros se obtienen del cromatograma.

3.3.3 Manejo de los cultivos de microalgas

3.3.3.1 Crecimiento

Las microalgas fueron desarrolladas en los medios de cultivo solidos usando tubos de
ensayo de vidrio de 20x150 mm que permitieron la preservacion de la cepa y en medios de
cultivo liquidos ocupados para la realizacion de la validacion analitica y bioensayos de

exposicion de este trabajo, empleando matraces de 300 mL y 50 mL, respectivamente.

3.3.3.1.1 Medio sélido

En tubos de ensayo se colocaron 15 mL de Medio Bristol Proteasa Peptona y se les
adicion6 agar para tener una concentracion de 1.5% p/v. Se les colocé un tapén de algodén y
gasa como en los medios liquidos y se esterilizaron en autoclave. Inmediatamente después del
proceso de esterilizacidon se colocaron sobre una base de madera, de tal manera que los tubos
quedaran inclinados, cuidando que el liquido no tocara el tapon, durante un lapso de 24 h, para
su enfriamiento y gelificacion. En condiciones asépticas se inoculdé con una asada de biomasa
de otro cultivo sodlido y se colocéd bajo las mismas condiciones de incubacién que los medios

liquidos (descritas en la siguiente seccion).

32



3.3.3.1.2 Medio liquido

El crecimiento de las microalgas S. capricornutum'y S. acutus se dio en medio de cultivo
liquido Bristol Proteasa Peptona. La composiciéon de este medio se presenta en la Tabla 5. Se
colocaron 250 mL de Medio Bristol Proteasa Peptona en un matraz erlenmeyer de 300 mL, se
tapd con una torunda de algoddén envuelta en gasa y se metid a esterilizacién por autoclave
(121°C, 30 min, 15 psi). Los medios de cultivo se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Bajo
condiciones de asepsia se inocularon con las dos especies de microalgas, tomando una asada
cargada de biomasa de los cultivos sélidos de cada cepa. Los cultivos se colocaron en agitaciéon
a 100 rpm por 3 h/dia y bajo ciclos de iluminacion de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, iluminadas
con lamparas fluorescentes de 14 W dentro de cajas de madera que no permiten la entrada de
luz ambiental, a temperatura ambiente, aproximadamente por 20 dias hasta obtener un valor de
absorbancia igual a uno. En la Figura 11 se muestran fotografias de los medios sdlidos y

liquidos de crecimiento que se manejaron en este trabajo.

Tabla 5. Composicién del medio Bristol-Proteosa Peptona.

# Componente Cantidad Conc. de la solucion stock Conc. final
1 NaNO; (Fisher BP360-500) 10 mL/L 10 g/ 400 mL H,O 2.94 mM
2 CaCl,-2H,0 (Sigma C-3881) 10 mL/L 1 g/ 400 mL H,O 0.17 mM
3 MgS0O,-7H,0 (Sigma 230391) 10 mL/L 3 g/ 400 mL H,O 0.3 mM
4 Ko,HPO, (Sigma P 3786) 10 mL/L 3 g/ 400 mL H,O 0.43 mM
5 KH,PO, (Sigma P 0662) 10 mL/L 7 g/ 400 mL H,O 1.29 mM
6 NaCl (Fisher S271-500) 10 mL/L 1 g/ 400 mL H,O 0.43 mM
7 Proteosa peptona 1g/L

Las sales se disuelven en H,O destilada en el orden en que estan presentadas, la solucién final se
almacena a temperatura ambiente. La cantidad de peptona se coloca a cada cultivo antes de esterilizar y
lo correspondiente a la cantidad de medio que se requiera. Adaptado de https://goo.gl/pb3Iv6.

Figura 11. Preservacién de cultivos microalgales en medio liquido y sélido. Imagen propia.

33


https://goo.gl/pb3Iv6

3.3.3.2 Inmovilizacion de microalgas

La metodologia para efectuar la inmovilizacion de las microalgas en cuentas de alginato

se ilustra en la Figura 12.
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Figura 12. Metodologia para la inmovilizacion de las microalgas en alginato de calcio y recuperacion de
la biomasa.

La inmovilizacion de las microalgas se efectud de acuerdo al procedimiento previamente
optimizado en el grupo de trabajo (Bernal Toris, 2015). Todo el material de vidrio ocupado y la
disolucion de CaCl,al 1% p/v fueron esterilizados en autoclave eléctrica a 121°C, 15 psi por 30
min. La disolucion de alginato de sodio al 3% p/v se esterilizé por filtracion con el sistema Sterifil
en zona aseéptica. El crecimiento de las microalgas fue monitoreado semanalmente tomando
pequenas alicuotas del cultivo para medir su absorbancia en el espectrofotémetro UV-Vis. La
longitud de onda de medicion elegida fue 285 nm por ser la longitud de maxima absorcion de la
clorofila y una vez que los cultivos de microalgas alcanzaron una absorbancia de 1.000,
equivalente a 4.5x10° células/mL de cultivo para S. capricornutum (Olmos Espejel, 2013) y 4.5-
5x10° células/mL para S. acutus (Montafio Montiel, 2013) se tomaron alicuotas de 15 mL. Cada
especie fue inmovilizada en cuentas por separado realizando la siguiente secuencia de pasos:
la alicuota de 15 mL del cultivo en absorbancia de uno, se centrifugé a 3900 rpm por 15 min.
Pasado ese tiempo, se separaron 13 mL del sobrenadante y el botdn se resuspendié en el
medio restante (aprox. 2 mL).

Dentro de la campana de flujo laminar las microalgas concentradas en los 2 mL del
sobrenadante se mezclaron con 4 mL de la disolucion estéril de alginato de sodio para obtener
un volumen final de 6 mL. Después la mezcla alginato-microalgas fue goteada con una pipeta
graduada de 10 mL, en 20 mL de solucion estéril de CaCl, en un matraz de 50 mL para formar
perlitas. Las perlas con microalgas se dejaron 3 min en la soluciéon de CaCl, y posteriormente

se descarto la disolucion de CaCl, y se hizo un enjuague con Medio Bristol estéril. Finalmente
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las perlas se dejaron en contacto con 15 mL de Medio Bristol estéril (sin peptona).Siguiendo el
procedimiento anterior se produjeron aproximadamente 85t6 perlas uniformes, translucidas,

con un diametro aproximado de 3 a 4 mm (Figura 13).

Figura 13. Microalgas inmovilizadas en alginato de calcio. Imagen propia. En a) perlas separadas,
b) perlas adheridas al vidrio del matraz después de retirar el medio liquido y c¢) perlas en medio Bristol.

3.3.3.3 Viabilidad de microalgas inmovilizadas y desinmovilizacién

Esta prueba se realiz6 con la microalga S. acutus inmovilizada en perlas de alginato de
calcio. Las perlas en Medio Bristol se incubaron en condiciones de bioensayos por 72 h, debido
a que éste era el tiempo maximo que durarian las exposiciones y la microalga en estado
inmovilizado. Después de este tiempo se retird el medio de cultivo y en condiciones asépticas
se liberaron del alginato mediante centrifugacion con una disolucién de citrato de sodio al 10%
p/v, un poco mas concentrada de la que utilizé Ledn Santiago, 2016 y Bernal Toris, 2015, con la
finalidad de mejorar la etapa de desinmovilizacién. Aun en condiciones asépticas se desecho el
sobrenadante y el boton se sembré en Medio Bristol Proteasa Peptona sélido. Se colocé dentro

de caja de incubacion y se monitored su crecimiento.

3.3.4 Optimizacion de los métodos de extraccion por EFS y DMFS

En este trabajo se modifico y optimizé la metodologia de EFS y DMFS desarrollada
previamente por Garcia Cicourel, 2015, para la extraccion de los metabolitos del BaA en
cultivos de microalgas libres, porque en tales condiciones se presentaba fuga de los metabolitos
durante la secuencia de lavados. La metodologia final se describe mas adelante en los
apartados 3.3.4.2 y 3.3.4.3. Con estas modificaciones se consiguié aumentar el porcentaje de
recobro de los mismos. Es de resaltarse que las secuencias de acondicionamiento, lavados y
elucién para la EFS y DMFS fueron por gravedad. Los eluatos colectados se conservaron en
congelacion a -22°C hasta el momento de su andlisis, no dejando pasar mas de 4 dias para su

analisis.
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3.3.4.1 Acondicionamiento del adsorbente

Previo al uso de la silice C18 para la extraccidon, ésta se activd empacandola en un
cartucho de extraccion y haciendo pasar metanol 100% en una relacion de 2 mL por gramo de
adsorbente y se dejo secar a gravedad por 24 h. Este proceso permite eliminar impurezas del
material y activa la fase unida para asegurar una interaccion consistente entre los grupos

funcionales del adsorbente y los analitos (Sigma-Aldrich 2017).

3.3.4.2 Extraccion en fase solida

La Figura 14 ilustra el procedimiento para realizar la extraccion en fase sélida de los
analitos que se encontraron en el medio liquido de cultivo que estuvo en contacto con las

microalgas libres o inmovilizadas.
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Figura 14. Metodologia EFS para el medio liquido en contacto con las microalgas libres o inmovilizadas.

El proceso de EFS comenzé en condiciones no asépticas con la separacién de las
perlas de microalgas del medio liquido por decantacién y en caso de las microalgas en estado
libre, la separacion del medio liquido mediante centrifugacion. Se empacaron 300 mg de fase
reversa C18 activada en medio de dos frits adentro de un cartucho de extracciéon de 6 mL, al
cual se le pas6 por gravedad 3 mL de ACN 100% y luego 10 mL de H,O, esto para su
acondicionamiento antes de verter el medio liquido que estuvo en contacto con las microalgas.
El medio liquido se hizo pasar a través del cartucho asi como los 3 mL de H,O utilizada para
enjuagar el matraz que lo contenia. Esto es seguido por la siguiente secuencia de lavados para
quitar interferentes de la muestra: 10 mL de H,O y 1 mL ACN:H,O 30:70% v/v. Enseguida se
aplicé el disolvente para la recuperaciéon de los metabolitos, recolectando en viales color ambar:
3 mL de ACN:H,0 55:45% v/v (Fraccion A). Posteriormente se agregaron 3 mL de ACN 100%
(Fraccion B), para eluir al BaA (Olmos Espejel, 2013). Ambas fracciones se analizaron por

HPLC, la Fraccién A con FD y la Fraccién B con detector UV.
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El método utilizado por el grupo de trabajo para microalgas libres reporta la adicién de
3.75 mL de isopropanol (iPrOH) puro dentro del matraz que contiene el medio liquido,
quedando el iPrOH a una concentracion de 20% v/v, con la finalidad de disminuir la interaccion
de los HAPs con el vidrio y obtener mejores porcentajes de recobro, antes de pasar el medio
liquido por el cartucho (Velazco Cruz, 2011; Olmos Espejel, 2013; Diaz Rojas, 2015, Garcia
Cicourel, 2015). Mientras que para las microalgas inmovilizadas se pasa el medio liquido por el
cartucho y posteriormente se enjuagaba el matraz que lo contenia con 3 mL de agua. No se
emplea isopropanol al 20% para realizar el enjuague del matraz ya que el medio de cultivo que
estuvo en contacto con las microalgas inmovilizadas contiene alginato residual que es
precipitado al adicionarle isopropanol, lo que dificulta el paso de la muestra a través del
cartucho (Bernal Toris, 2015, Ledén Santiago, 2016).

3.3.4.3 Dispersion de matriz en fase sélida

La Figura 15 muestra el procedimiento para realizar la dispersiéon de matriz en fase

sdlida de los analitos que se alojaron en la biomasa en microalgas libres e inmovilizadas.
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Figura 15. Metodologia de DMFS para la biomasa seca de microalgas libres o inmovilizadas.

Las perlas de microalgas separadas del medio liquido se colocaron en un tubo de
centrifuga y se adiciond citrato de sodio al 10% p/v hasta llegar a la marca de 15 mL. El tubo
cerrado se agité manualmente por 15 segundos para disolver las perlas y después se metié a
centrifugacién 15 min a 3900 rpm para separar la biomasa. El sobrenadante fue desechado y el
botdn se resuspendié con 1 mL de H,O utilizando una pipeta pasteur de vidrio. Esta mezcla se
goted en un portaobjetos y se dejo secar durante 24 h. La biomasa seca se retiré del
portaobjetos y se pesé. Esta se colocd en un mortero de agata y se le adicionaron 100 mg de

silice C18 (previamente activada), mediante un pistilo de agata se mezclé6 suavemente a
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biomasa tratando de no triturarla en la silice porque se forman polvos finos que retardan el flujo
del cartucho, hasta obtener una pasta homogénea. La mezcla obtenida se empacd en un
cartucho de extracciéon de 1 mL que contenia un frit, dando pequefios golpes para compactar.
Mediante la adaptacion de un conector y una jeringa de 25 mL al cartucho se hicieron pasar 5
mL de H,O como lavado y 1.5 mL de ACN 55% v/v para obtener la Fraccion A de los
dihidrodioles y posteriormente 1 mL de ACN 100% para obtener la Fraccion B del BaA,; estos

extractos se recuperaron en viales ambar graduados.
3.3.5 Validacién del sistema cromatografico

3.3.5.1 Linealidad del sistema

Para evaluarla linealidad del sistema, se inyectaron nueve disoluciones de los
metabolitos del BaA de diferente concentracion, al sistema cromatografico, por triplicado. Las
concentraciones evaluadas son mostradas en la Tabla 6. Una vez obtenida la respuesta
correspondiente para cada nivel de concentracion de los metabolitos en unidades de area del
pico se construyd el grafico de respuesta del detector en funcién de la concentracién de cada
uno de los compuestos, a la curva de calibracidn se le realizé una regresioén lineal por el método
de minimos cuadrados. La linealidad del sistema se evalud con el coeficiente de determinacion

(r*) de cada curva, donde se utilizé un criterio de aceptacién cuando r’=0.99.

Tabla 6. Concentraciones de las disoluciones de metabolitos en las muestras empleadas para validacion.

o Nivel o Mezcla 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Validacion dBaA Concentraciéon ng/mL
. 5,6- 25 5 12.5 25 50 125 225 300 500
Sistema
8,9-y 10,11- 5 10 25 50 100 250 450 600 1000

3.3.5.2 Precision

Evaluada como repetibilidad y reproducibilidad. La repetibilidad se determiné mediante la
inyeccion por triplicado en el mismo dia de una disolucion estdndar que contenia a los tres
metabolitos en concentraciones 5, 10 y 10 ng/mL para 5,6-; 8,9- y 10,11-dBaA respectivamente.
Asi mismo la reproducibilidad se determind en tres dias diferentes realizando por triplicado la
inyeccion de la misma solucion estandar que la anterior. En ambos casos la variabilidad se
evalu6 con el parametro de coeficiente de variacion (%CV) obtenido con las areas de cada

analito. El coeficiente de variacion se calculd con la Ecuacion 2.

%CV = % (100) e, (Ecuacién 2)
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Donde %CYV es el coeficiente de variacién expresado en porcentaje, o es la desviacion estandar

y x el promedio de las medias.

3.3.5.3 Limites de cuantificaciéon y deteccion

Para la determinacion experimental del limite de deteccién se inyectd por triplicado la
disolucién de concentracion mas baja usada en el estudio de linealidad del sistema y se fueron
realizando diluciones hasta que el “software” del equipo determiné que la relacion sefial/ruido
era igual a 3. El limite de cuantificacion experimental se obtuvo cuando la relacién sefal/ruido
del equipo era igual a 10 (ICH, 2005). La evaluacion tedrica de ambos limites se obtuvo con
base en la curva de calibracion de los metabolitos en un intervalo de concentraciones, de 2.5 a
25 ng/mL para el 5,6-dBaA y de 5 a 50 ng/mL para los metabolitos 8,9- y 10,11-dBaA, como se

muestra en la Tabla 6. Para estos calculos se utilizaron las siguientes ecuaciones:

LD = % ........................................... (Ecuacion 3)
LC = % ............................................ (Ecuacién 4)

Donde LD es el limite de deteccion, LC el limite de cuantificacion, Sb, la desviacion estandar de
la ordenada al origen y m la pendiente obtenida mediante el ajuste de regresion por minimos

cuadrados.

3.3.6 Validacion de los métodos para los cultivos de microalgas inmovilizadas

Toda la validacion de la metodologia de EFS-HPLC-FD y de DMFS-HPLC-FD para
metabolitos del BaA como se describe anteriormente en el apartado 3.3.4.2 y 3.3.4.3 se realiz6
solamente con la microalga S. acutus inmovilizada. La fortificacion correspondiente para cada
nivel se hizo con el estandar de la mezcla de los tres metabolitos diluidos en ACN adicionando
la alicuota correspondiente. Una vez separado el medio liquido de la biomasa, el medio liquido
se fortificd con el estandar de la mezcla de los metabolitos antes de verterlo al cartucho de
extraccién. Para la biomasa, esta se fortifico con la alicuota correspondiente cuando se
encontraba en el mortero de agata y se esper6 a que se evaporara el disolvente

aproximadamente 10min, antes de agregar la silice C18 para su homogenizacioén.

3.3.6.1 Linealidad

La linealidad se realizdé con 6 niveles de concentracion, como se muestra en la Tabla 7.
Cada nivel se realiz6 por triplicado, fortificando el medio liquido sin microalgas antes de verter al
cartucho de EFS vy fortificando la biomasa antes de agregar la silice para la DMFS, ambas

muestras provenientes de microalgas inmovilizadas.
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Tabla 7. Concentraciones de fortificacion en muestra liquida y biomasa.

EFS- HPLC-FD? DMFS- HPLC-FD°
Analito 5,6-dBaA 8,9-dBaA 10,11-dBaA 5,6-dBaA 8,9-dBaA 10,11-dBaA
Nivel ng/mL ng/mL ng/mL ng/mg ng/mg ng/mg
1 0.67 1.33 1.33 0.96 1.92 1.92
2 1.33 2.67 2.67 1.92 3.85 3.85
3 2.67 5.33 5.33 3.85 7.69 7.69
4 5.07 10.13 10.13 7.31 14.62 14.62
5 10.00 20.00 20.00 14.62 29.23 29.23
6 100.00 200.00 200.00 144.23 288.46 288.46

#Concentraciones en la muestra de 15.0 mL de medio liquido, PConcentraciones en biomasa de 5.2+0.4 mg.

3.3.6.2 Precision

La precision de ambas metodologias se evalud con el calculo de %CV de la repetibilidad

y reproducibilidad de la muestra fortificada a la concentracién indicada en la Tabla 7 como nivel

5. Para la repetibilidad se inyectd la Fraccién A tres veces en un mismo dia y en tres dias

diferentes por triplicado para la reproducibilidad.

3.3.6.3 Limites de cuantificaciéon y deteccion

La evaluacion de los limites de cuantificacion y deteccion se realizd por tratamiento con

las Ecuaciones 3 y 4, utilizdndolas concentraciones indicadas en los niveles 1, 2 y 3 de la

Tabla 7 para cada método y cada dBaA.

3.3.6.4 Repetibilidad de los métodos de extraccion con el parametro % recobro

La evaluacién de la repetibilidad en la extraccién de los metabolitos se hizo en tres

niveles de concentracion y con la metodologia descrita en los apartados 3.3.4.2 y 3.3.4.3. Para
cada microalga y cada nivel de concentracién, se realizé por triplicado el analisis de los
extractos obtenidos tanto de EFS como DMFS. La fortificacion de las muestras liquidas y

biomasa se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Concentraciones fortificadas para la repetibilidad de la metodologia para dBaA. Concentraciones

indicadas como ng/mL de cultivo y ng/mg de biomasa para EFS y DMFS, respectivamente.

Metodologia Analito Concentracion
Nivel 4 Nivel 5 Nivel 6
5,6-dBaA 5.07 10.00 100.00
EFS 8,9-dBaA 10.13 20.00 200.00
10,11-dBaA 10.13 20.00 200.00
5,6-dBaA 7.31 14.62 144.23
DMFS 8,9-dBaA 14.62 29.23 288.46
10,11-dBaA 14.62 29.23 288.46
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3.3.6.5 Prueba estadistica entre microalgas

Se puede utilizar la t de Student para decidir si dos conjuntos de medidas replicadas dan
resultado “igual” o “diferente”, a un nivel de confianza dado. La t;acua0 de la Ecuacién 5 se
compara con la tupas para ny+ny,-2 grados de libertad (Harris, 2001). La prueba se realizo
empleando cultivos de las microalgas S. capricornutum y S. acutus inmovilizadas, fortificando a
una sola concentracion para medio liquido (10, 20, 20 ng/mL para 5,6-, 8,9-, y 10,11-dBaA
respectivamente) y biomasa (14.62, 29.23, 29.23 ng/mg para 5,6-, 8,9-, 10,11-dBaA
respectivamente), siguiendo la metodologia de los apartados 3.3.4.2 y 3.3.4.3 para el
tratamiento de cada una. El calculo se realizé con la prueba estadistica de comparacion de

medias utilizando la t de Student, caso: comparacién de medidas replicadas, usando las

X1—X nn .
tealculada = ——— e, (Ecuacion 5)
Scombinada \| N1 + N2

_ Js%<n1—1)+s%(nz—1)

Ecuaciones 5y 6.

Scombinada = |= i (Ecuacion 6)

ni+ny,—2

Donde s es la desviacién estandar, n es el numero de datos utilizados, x el promedio de las

medidas.

3.3.7 Aplicacion de la metodologia analitica

3.3.7.1 Bioensayos (ensayos de exposicion del BaA a las microalgas)

Para efectuar los bioensayos de exposicién se usaron cultivos de S. capricornutumy S.
acutus con absorbancia uno y las células se inmovilizaron de acuerdo a lo descrito en el
apartado 3.3.3.2. Cada tiempo de exposicion como se muestra en la Tabla 9, se realizé por
triplicado y con su respectivo blanco consistente de medio de cultivo con perlas de microalgas
sin fortificar. Se fortifico el medio con 266 ug/mL. Para efectos de comparacion se manejaron

bioensayos con cultivos de microalgas libres con S. capricornutum a 6 h de incubacion.

Tabla 9. Tiempos de bioensayos para las microalgas inmovilizadas y libres

Microalga Cultivo Tiempo de exposicion (horas)
S. capricornutum Inmovilizado 3 6 12 24 48
S. acutus Inmovilizado 6 12 24 48 72 96
S. capricornutum Libre 6

41



Tanto para las microalgas libres como para las microalgas inmovilizadas, dentro de la
campana de flujo laminar se fortificé cada cultivo para bioensayo con una alicuota de 215 pL de
una disolucién estandar de 20 ug/mL de BaA disuelto en ACN (4.3 ug), a partir de ese momento
se comenzd a contar el tiempo de exposicion. Los cultivos fortificados se mantuvieron bajo
condiciones de agitacion constante a 100 rpm, en presencia de luz amarilla y a temperatura de
25°C durante todo el tiempo de exposicion. Una vez cumplido su tiempo se retiraron del
agitador y se trataron como se describe en el apartado 3.3.3.3 para desinmovilizarlas y obtener

las muestras de interés separando el medio liquido de la biomasa algal.

3.3.7.2 Condicién de analisis de metabolitos formados y BaA

La extraccion de los analitos del medio liquido se hizo mediante la metodologia de EFS
descrita en el aparatado 3.3.4.2 y de la biomasa con la metodologia de DMFS descrita en el
apartado 3.3.4.3. Las condiciones de analisis cromatografico de los extractos se muestran en la
Tabla 10.

Tabla 10. Condiciones de analisis para extractos de bioensayos por HPLC.

Analito dBaA(s) BaA
. Agilent Eclipse XDB-C18 de 4.6x150 mm, 3.5 ym dp,
Columna cromatografica - .
acondicionada con 30 mL de fase mouvil
Fase moévil metanol:agua 65:35% v/v metanol 100% v/v
Flujo y Temperatura 1 mL/min y 30°C
Volumen de inyeccion 20 yL
Sistema de Deteccidn Fluorescencia Ultra Violeta
A de deteccién (nm) emision 264 y excitacion 390 286
Analisis Cuantitativo Cualitativo
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IV. RESULTADOS Y ANALISIS
4.1 Optimizacién de las condiciones de separacidon y deteccion
4.1.1 Seleccion de longitudes de onda 6ptimas para cada metabolito

Con la inyeccién individual de los tres metabolitos del BaA se observo el tiempo en el
que se retiene cada uno en la columna Agilent Eclipse XDB-C18 4.6x150 mm y 5 um dp, con
fase movil 70:30% v/iv MeOH:H,O, los resultados concuerdan con los presentados por
Hernandez Camarillo, 2015. El orden de elucion fue el siguiente: 5,6-dBaA, 8,9-dBaA y 10,11-
dBaA, ver Figura 16.

- N

1004

< 5,6-dBaA
so] FD con A de excitacion en 264 nm y emisién en 390 8,9-dBaA
.l FD con A de excitacion en 280 nm y emisién en 412 10,11-dBaA

Voltage

40

204

\ . Time e /

Figura 16. Optimizacion de las condiciones de deteccién. Cromatograma de una solucién estandar de
metabolitos en MeOH:H,0 55:45% v/v. Concentraciones mostradas en Tabla 11. Condiciones de analisis:
columna Agilent Eclipse XDB-C18 4.6x150 mm y 5 um dp, fase movil MeOH:H,0O 70:30% v/v, flujo 1
mL/min, temperatura 30°C.

En la Tabla 11 se muestran los datos cromatograficos correspondientes a de los

metabolitos del BaA. El valor de t, = 1.36 min.

Tabla 11. Parametros cromatogréficos de los metabolitos del BaA en FD con FM MeOH:H,0 70:30% Vv/v.

Compuesto dBaA 5,6- 8,9- 10,11-
Concentracion (ng/mL) 100 100 103
tr (min) 5.924 6.344 6.900
Area (mV.s) 927.993 449.277 461.569
Altura (mV) 92.759 40.383 40.377
W1/2 (min) 0.16 0.17 0.18
Asimetria (-) 1.242 1.125 1.154
Factor de capacidad (k") 3.355 3.664 4.073
Numero platos teéricos por metro (N) 50675.7 51480.0 54320.4
Resolucion (Rs) 1.272 1.588
Factor de selectividad (a) 1.092 1.111
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Dado que la separacion es aceptable visualmente empleando estas condiciones de
analisis, se decidié encontrar las condiciones de deteccion por fluorescencia especificas para
los metabolitos del BaA. Por lo tanto se realizaron los espectros de emision y excitacion
correspondientes a cada analito, los cuales se muestran en el apartado 7.2. Encontrandose que
a 390 nm la longitud de onda de emisién es mas adecuada, ya que asi se esta en los maximos
de fluorescencia para los metabolitos 8,9- y 10,11-dBaA; que se cree se forman en menor
cantidad que el 5,6-dBaA (Garcia Cicourel, 2015), aunque para este ultimo se esta, a esa
longitud, por arriba de la mitad de su maximo de emision. Tratar de colocarse en la deteccion
maxima para el 5,6-dBaA no es ventajoso (370 nm), ya que éste estara en presencia de los
otros dos analitos, los cuales veran disminuida su deteccion. Aunque el metabolito 5,6- no se
encuentra en su longitud de onda de maxima emision, tiene una muy buena respuesta en esta
condicién. En lo que respecta a la longitud de onda de excitacion, se seleccion6 264 nm con la
ideal de estar casi en los maximos de fluorescencia de los metabolitos 8,9- y 10,11-dBaA y no

tan alejados del maximo correspondiente al 5,6-dBaA (244 nm).

4.1.2 Seleccidn de la temperatura

Respecto a la seleccion de la temperatura (ver Figura 17) se observa que a mayor
temperatura se obtienen tiempos de retencién menores y el ancho de los picos disminuye, por
lo que la apariencia de éstos mejora. Se eligié una temperatura de andlisis de 30°C como mejor
opcidn, ya que asi se evita la variabilidad que habria con la temperatura ambiente (24+4°C) en
la corrida de andlisis. Cabe aclarar que se probd la temperatura de 35°C y efectivamente se
mantiene la separacion de los metabolitos, el ancho de los picos es mas estrecho, sin embargo
al aumentar la temperatura en la columna, se esta disminuyendo su vida util y hay un mayor

desgaste, la recomendacion del fabricante es usarla a no mas de 40°C.

[mv]
/ | — —5,6-dBaA \

] Temperatura ambiente [ 8,9-dBaA
HI v 10,11-dBaA

100 | | J’

Voltage

s] Temperatura de 30°C | \

o 2 4 L 8 [min.]
Time

Figura 17. Cromatogramas del efecto de la temperatura. Las soluciones estandar de metabolitos estan
en ACN:H,O 55:45% v/v. Concentraciones mostradas en Tabla 11. Condiciones de andlisis: columna
Agilent Eclipse XDB-C18 4.6x150 mm y 5 pm dp, fase moévil MeOH:H,0O 70:30% v/v, flujo 1 mL/min.
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4.1.3 Seleccion de fase estacionaria

Siguiendo con la optimizacion de las condiciones de separacion, en la Figura 18 se
muestran las diferentes columnas disponibles en el laboratorio, las cuales fueron probadas para
la separacion de los metabolitos del BaA. Se observa una mayor resolucién de los picos
correspondientes a 5,6- y 8,9-dBaA con la columna XDB-C18 de 4.6x150 mm 3.5 um dp,
ademas de picos muy bien definidos. Se considerd que esta ultima columna es la ideal para el

andlisis de los metabolitos.

/ [mv] \
S “ Columna: Hypersil Green PAH 4.6x100 mm 5 pym dp.
s ,
M
N
o] ~
% Columna: Eclipse XDB-C8 de 4.6x150 mm 3.5 pm dp.
S
504
. 100
£ Columna: Eclipse XDB-C18 de 4.6x150 mm 5 pm dp
= h
) |
1
| 1l fﬁ \l ‘J \‘
o] VAU |
% Columna: Eclipse XDB-C18 de 4.6x150 mm 3.5 ym dp.
= |+— 56-dBaA
50 8,9-dBaA
i 10,11-dBaA
—
L
4 Il
| l‘ rl ‘n { ‘\
0 5 1Il) 15

_ | )

Figura 18. Cromatogramas con las diferentes fases estacionarias probadas para la separacion de los
metabolitos. Las soluciones estandar de metabolitos estan en 55:45% v/v ACN:H,O, concentraciones
mostradas en Tabla 11. Condiciones de analisis: Flujo 1 mL/min, FD con 280 nm excitacién y 412 nm
emision, 30°C, fase movil MeOH:H,0 65:35% v/v.

45



4.1.4 Seleccion de la fase moévil para la separacion

Por otra parte se obtuvieron los siguientes perfiles mostrados en la Figura 19 para las
diferentes fases moviles probadas. Se observa que a menor porcentaje de metanol usado, los
tiempos de retencidon son mas largos, debido al aumento de la polaridad en la fase movil
cuando los metabolitos son no polares, éstos se van eluyendo mas lentamente, por lo que la
altura de los picos disminuye y el ancho de los mismos aumenta. Se observa que con una fase
mévil de mayor polaridad como la de MeOH:H,O 60:40% v/v, se obtiene una mejor resolucion
de los picos correspondientes para el 5,6- y 8,9-dBaA sin embargo la respuesta de los solutos
es mas pequena, lo que afecta directamente la sensibilidad de la metodologia. La fase de
menor polaridad MeOH:H,O 70:30% es buena ya que se obtienen picos mas altos, mas
estrechos y en un menor tiempo de corrida, sin embargo no hay éptima resolucién entre el

primero y el segundo pico.

[ N
100

'MeOH:H,0 70:30% viv |« 5,6-dBaA
. ﬁ 8,9-dBaA
§ 50 +7 10,11-dBaA
1004
MeOH:H,O 65:35% v/v
E 50
2
0.
1004
MeOH:H,O 60:40% v/v
E 50
<
0.
0 5 1h 13

\_ Time ™)

Figura 19. Cromatogramas del efecto de la fase movil en la retencion de los metabolitos. Las soluciones
estandar de metabolitos estan en ACN:H,O 55:45% v/v. Concentraciones mostradas en Tabla 11.
Condiciones de analisis: columna Agilent Eclipse XDB-C18 4.6x150 mm y 3.5 um dp., flujo 1 mL/min, FD
con 280 nm excitacion y 412 nm emision.
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Para la eleccion de la fase mévil para el analisis de los metabolitos del BaA, se toméd en
cuenta también el tr, obtenido con la variacidon de su composicion. En la Figura 20 se muestran
los valores de log k™ para los metabolitos en tres diferentes fases moviles. Como se puede
observar se tiene tendencia de rectas paralelas y cercanas para las correspondientes de 5,6- y
8,9-dBaA, lo que indica la dificultad para separarlos satisfactoriamente. Mientras mas agua
tiene la fase mévil, mas se logra separar estos dos picos; aumentando la polaridad de la fase
movil el tiempo de analisis o corrida va aumentando asi como los efectos en los picos
mencionados anteriormente. Emplear un analisis con fase movil menor de 55% MeOH
implicaria tiempos de corrida alrededor de los 30 min y a 50% MeOH los tr estan después de los
45 min, lo que para un analisis de 15 muestras (resultado del triplicado de cinco tiempos de
bioensayo para una microalga) no es practico. Por lo tanto, se eligid la fase movil de 65%
MeOH como la mas adecuada.

0.35
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0.8 \\

0.75 ——BaA56
\\ -B-BaABS

07 \ BaA 10,11

065
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ﬁ//

Log k’ (factor de capacidad)
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<

0.5
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% Metanol

Figura 20. Gréfica de variacion del logaritmo del factor de capacidad (Log k’) de los metabolitos del BaA
en funcién del contenido de metanol en la fase movil.

4.2 Inmovilizaciéon de microalgas

4.2.1 Viabilidad de microalgas inmovilizadas

Para comprobar que las microalgas seguian vivas después de permanecer inmovilizadas
por 72 h en alginato de sodio y suspendidas en Medio Bristol, se desinmovilizaron como se

ilustra en la Figura 12. Y se volvieron a resembrar en un tubo de medio sdlido. En su monitoreo
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durante 20 dias, se observd un crecimiento favorable de la microalga sembrada en el medio
so6lido, como se muestra en la Figura 21.

Por lo tanto, con este experimento se demuestra que durante la inmovilizacion las
microalgas no sufren dafio alguno que imposibilite su reproduccion y permanecen vivas
después de estar 72 h inmovilizadas. Sin embargo esto no significa que con las condiciones de
inmovilizacion establecidas la microalga no resista mas tiempo inmovilizada (Bernal Toris,
2015). El haber obtenido resultados favorables (ver mas adelante) en bioensayos de 96 h,
podria ser un indicativo de que a un mayor tiempo de inmovilizacion de las células, éstas

permanecen vivas; aunque debe de existir un limite, que no se determind por no ser necesario

para los fines de este trabajo.

By ) | Dorgd
\ Sembrado §.- i Jia Dia 10

Figura 21. Crecimiento de las microalgas después de haber permanecido inmovilizadas por 72 h. La
observacion del crecimiento después de haber sido sembrado el medio sélido fue de 20 dias. A partir del
dia 7 se notd un crecimiento favorable.

Asi, también su viabilidad fue confirmada por Ledn Santiago, 2016; que después de un
mes de haberlas inmovilizado observé un aumento en la intensidad de coloracién en las perlas
con microalgas y su forma celular al microscopio sin cambios drasticos en color y forma,
comparando con un cultivo fresco de microalgas libres. Por otro lado Bernal Toris, 2015; midié
la biomasa y obtuvo mayor cantidad después de 24 h inmovilizada. Ruiz-Marin et al, 2011;
inmovilizé la microalga S. oblicuquus en cuentas de alginato de calcio y observo que el numero
de microalgas por cuenta aumenta gradualmente con el tiempo y sugiere que después de la
inmovilizacion, la microalga todavia fue capaz de experimentar division celular y llevar a cabo

fotosintesis.

4.3 Optimizacién de los métodos de extraccion por, EFS y DMFS

Se comenzd la metodologia descrita para la extraccion de los analitos en cartuchos,
reportada por Garcia Cicourel, 2015; la cual es detallada en la Figura 22 para muestras de

medio liquido y biomasa. Con la concentracion de 10, 20, 20 ng/mL para medio de cultivo
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liquido y 14.62, 29.23, 29.23 ng/mg para biomasa de los metabolitos 5,6-, 8,9- y 10,11-dBaA
respectivamente. Se obtuvieron los porcentajes de recobro mostrados en la Tabla 12. Al
observar que éstos estaban por debajo del 70%, se decidié analizar el efluente de la EFS y
recuperar y analizar las fracciones de lavado con mezclas ACN:H,O en diferentes proporciones

y elucion de los metabolitos. Lo anterior con el fin de observar si habia fugas de los metabolitos.

Q . " 7 %
b ‘ Garcia C., 2015 ‘ Este trabajo ‘ ‘ Garcia C., 2015 ‘ Este trabajo
[}
-g Lavados empleando vacio | Lavados a gravedad || Lavados empleando vacio | Lavados a gravedad
Q 10 mL H,0 10 mL H,0
3 10 mL ACN:H;0 10:90% v/v 10mL H;0 10 mL ACN:H20 10:90% v/v 5 mlL Hs0
o 3 mL ACN:H;0 20:80% v/v 2
° L tnidt il 1 ml ACN:H:0 30:70% 5 mL ACN:H,0 20:80%
c 1 mL ACN:H,0 30:70% v/v & ; viv & 3 wy
.g Elucion por gravedad Elucion por gravedad | Elucion por gravedad Elucion por gravedad
5 (Fraccion A - metabolitos)
3 mL ACN:H;0 55:45% v/v 3 mL ACN:H,0 55:45% v/v 1.5 mL ACN:H,0 40:60% v/v 1.5 mL ACN:H,055:45% v/v
v
(Fraccion B - HAP) - -
\ 3 mL ACN 100% 3 mL ACN 100% 1 mL ACN 100% 1 mL ACN 100% /

Figura 22. Metodologia descrita por Garcia Cicourel, 2015; para la extraccion off-line de los metabolitos
del BaA comparada con la del presente trabajo. El orden del proceso es de arriba hacia abajo.

Tabla 12. Porcentaje de recuperacion de metabolitos empleando la EFS y DMFS.

Fraccion Analitoy %Recobro
5,6-dBaA 8,9-dBaA 10,11-dBaA

10 mL ACN:H,0 10:90% v/v 2 2 3

3 mL ACN:H,0 20:80% v/v 5 3 2

EFS 1 mL ACN:H,0O 30:70% v/v 6 4 3
“A” (3 mL ACN:H,0 55:45% v/v) 54 69 70

10 mL ACN:H,0 10:90% v/v 7 5 4

DMFS 5 mL ACN:H,0 20:80% v/v 12 12 13
“A” (1.5 mL ACN:H,0 40:60% v/v) 29 37 38

Como se observa en la Tabla 12, desde el momento en el que se carga la muestra al
cartucho EFS, se tienen pequefas fugas de los analitos y esto continia mediante los lavados
para quitar impurezas, teniéndose porcentajes de recobro muy bajos. Para la metodologia de
EFS, antes de recolectar la Fraccion A que es la de interés, hay una pérdida total de 27, 11 y
11% para el 5,6-, 8,9- y 10,11-dBaA respectivamente. Sumandole el porcentaje de recobro
obtenido de la Fracciéon A, que es el extracto, mas el perdido en los lavados se tendria una
recuperacion global del 81.1, 80 y 81.1%, porcentajes mas aceptables. Los valores de la Tabla
12 también muestran quela pérdida en DMFS (19%, 17% y 17% en el orden de elucién de los
metabolitos) es parecida a la de EFS, sin embargo los porcentajes de recuperacion en la
Fraccién A que es el extracto, estaban muy bajos (48%, 54% y 55% en el orden de elucién de

los metabolitos).
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Se hicieron las modificaciones a la metodologia original, las cuales también son
mostradas en la Figura 22, para mejorar los porcentajes de recuperacién. Finalmente la
metodologia optimizada en este trabajo es la que se empled para la validacion y extraccion de
los metabolitos en las muestras de bioensayos. Se aumento asi el porcentaje de recuperacion

en la fraccion de interés como se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13. Porcentaje de recobro obtenido con metodologia optimizada para metabolitos

Analitos y % Recobro

Metodologia Fraccion 5.6.dBaA 8.0-dBaA 10.11-dBaA
EFS “A” (3 mL ACN:H,0 55:45%v/v) 92 94 94
1 mL ACN 55% después de “A” 0.2 0.2 0.3
DMFS “A” (1.5 mL ACN:H,0 40:60%V/v) 92 82 84
“A” (1.5 mL ACN:H,0 55:45%vV/v) 101 102 104

Considerando los resultados de la Tabla 13, se mejoraron los recobros de la Fraccion A
mostrados en las Tablas 12. En el método de EFS se obtuvo una mejora en cuanto al
porcentaje de recuperacion para los metabolitos, en este caso se decidio recolectar la fraccion
de interés con 3 mL y no con 4 mL ya que se observd un recobro aceptable y adicionar 1 mL
mas, se obtiene poca ganancia en porcentaje y conduciria a tener una muestra de mayor
volumen y los analitos mas diluidos. Para la metodologia de DMFS se escogi6 la proporcién de
eluente de ACN:H,O 55:45% v/v para recolectar la Fraccion A en 1.5 mL, de esta forma se
asegura la elucion completa de todos los metabolitos presentes en la muestra. Aun cuando se
mejoraron los recobros, el solvente con 55% en ACN provocd que cerca de un 28% de BaA
para n=3 se recolectara en la Fraccion A. No es conveniente que se co-eluya con los
metabolitos dado que pudiera presentar una concentracién comparativamente mucho mas alta
que los metabolitos en algunos de los extractos. Ademas su fr es mucho mayor que la de los
dBaA con la fase mdévil usada. Por lo tanto se realizd el estudio para observar si el BaA
presente en la Fraccion A provocaba problemas de respuesta muy alta durante la corrida de
andlisis de los metabolitos. Se midieron los tiempos de retencion y areas del conjunto BaA y sus

metabolitos con disoluciones de concentracién indicada en la Tabla 14.

Tabla 14. Caracteristicas del analisis de metabolitos y BaA, soluciones individuales.

. . < Concentracion Cantidad
Estandar tr (min) Area (mV.s) (ng/mL) (ng)
5,6-dBaA 7.792 1268.000 76.0 144.0
8,9-dBaA 8.388 1144.673 152.0 228.0
10,11-dBaA 9.252 1165.324 152.0 288.0
BaA 129.840 4722.449 303 303.0
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De acuerdo a los resultados de la Tabla 14, el BaA no satura la celda del detector y no
interfiere durante la corrida de analisis de los metabolitos. Sin embargo, el BaA sale en un
tiempo de retencion de 129.84 min, con la fase mavil utilizada de MeOH:H,O 65:35% v/v; éste
siendo mucho mayor que el de los metabolitos, como era de esperarse. El pico correspondiente
al BaA esta poco definido, se observa como si fuera una panza de la linea base que comienza
desde el minuto 126.032 y termina en 137.24 min. El tiempo de corrida de los metabolitos es de
aproximadamente 10 min, de acuerdo a calculos se pueden inyectar 12 muestras continuas de
la Fraccion A, sin que interfiera la presencia del BaA. Después de la doceava muestra, es
conveniente cambiar a una fase mévil de 100% MeOH para lavar el sistema cromatografico y
que de esta forma salga a desechos todo el BaA que esta retenido en la columna

cromatografica.

4.4 Validacién del sistema cromatografico

Los resultados obtenidos para la validacion del sistema cromatografico se muestran en
la Tabla 15. El sistema present6 buena linealidad con coeficientes de correlacién (r?) mayores a
0.998 para todos los analitos en el intervalo de trabajo, en este caso de 2.5 a 500 ng/mL para
5,6-dBaA y de 5 a 1000 ng/mL para 8,9-; 10,11-dBaA. La precision del sistema resulté también
buena con CV menores al 4.05% ya que en la literatura se reporta CV aceptable maximo del
5% empleando estandares, para poder decir que el método es repetible en un mismo dia y
reproducible en varios dias (Murillo, 2012). La presencia de los anillos aromaticos en la
estructura de los HAPs permite alcanzar limites de deteccion hasta 1.747 ng/mL y cuantificacion
del orden de los 5.293 ng/mL para el 5,6-dBaA, utilizando el detector de fluorescencia. Como se
puede observar en las curvas de calibracion, mostradas en el apartado 7.3, hay muy poca
dispersion de los datos en toda la curva, la principal variacién se debe a la respuesta del

equipo. Los graficos de linealidad y limites se presentan en el apartado 7.3.

Tabla 15. Resultados de validacién del sistema cromatogréfico para los dBaA.

Precision(%CV
Analito Linealidad  LDT? LDE® LCT® LCE"(ng (%CV)

(rz) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) /mL) Repetibilidad Reproducibilidad

Nivel 1 Nivel 2  Nivel 1 Nivel 2
5,6-dBaA 0.9992 1.747 0.75 5.293 2.5 0.20 0.15 3.73 0.89
8,9-dBaA 0.9991 2.930 1.50 8.878 5.0 1.50 0.27 1.80 1.35
10,11-dBaA 0.9988 2.796 1.50 8.474 5.0 1.47 0.1 2.45 4.05

Nivel 1 de concentracion: 5, 10, 10 ng/mL para 5,6-; 8,9-; 10,11-dBaA. Nivel 2 de concentracion: 50, 100,
100 ng/mL para 5,6-; 8,9-; 10,11-dBaA. ®Calculado en base a la desviacion y la pendiente de la curva de
calibracion. °Calculado como 3 veces la sefial/ruido para LD y 10 veces sefal/ruido para LC.
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Es apreciable que para los tres metabolitos del BaA los LDT y LCT calculados con la
curva de calibracion son mayores que los obtenidos experimentalmente (ver Tabla 15). En
términos generales, el limite de deteccién de un analito se puede describir como aquella
concentracién que proporciona una sefial en el instrumento significativamente diferente de la
sefal del blanco o ruido de fondo. El limite de cuantificacion es considerado como el limite
inferior para medidas cuantitativas precisas y veracidad aceptables, como opuesto a la
deteccion cualitativa (Miller &Miller, 2002).

4.5 Validacion de la metodologia para los cultivos de las microalgas inmovilizadas

La metodologia de EFS-HPLC-FD y DMFS-HPLC-FD empleada para la determinacion
de los metabolitos del BaA producidos por microalgas inmovilizadas resultd ser lineal para el
intervalo de concentraciones evaluadas, datos mostrados en Tabla 16. Los coeficientes de
correlacion obtenidos por el método de minimos cuadrados fueron de 0.999 por lo que los datos

experimentales se ajustan a una linea recta que relaciona ambas variables.

Tabla 16. Parametros obtenidos de la linealidad del método empleado para los metabolitos del BaA,
obtenidos a partir de un grafico de respuesta vs concentracion.

Método Analito Intervalo de Pendiente Ordenada al P2
concentracion (mV.s/) origen (mV.s)

5,6-dBaA 0.67-100.00 ® 79.68° 115.9 0.999

EFS-HPLC-FD 8,9-dBaA 1.33-200.00° 36.75° 97.80 0.999
10,11-dBaA 1.33 - 200.00° 39.21° 89.57 0.999

5,6-dBaA 0.96 — 144.23° 57.35° 61.75 0.999

DMFS-HPLC-FD 8,9-dBaA 1.92 —288.46° 26.32° 52.51 0.999
10,11-dBaA 1.92 — 288.46 ° 27.43° 55.60 0.999

?ng/mL de medio, °ng/mg de biomasa.

Como parte de la validacidon se reportan en la Tabla 17 los valores obtenidos para los
parametros de limite de deteccion, limite de cuantificacion, repetibilidad y reproducibilidad. Los
LDE y LCE experimentales obtenidos son del mismo orden que los reportados por Garcia
Cicourel, 2015; con deteccién UV y preconcentracion en linea de los extractos, para la
cuantificacion de los metabolitos producidos por la biodegradacion del BaA. El presente método
es mas simple ya que no requiere de la preconcentracién en linea gracias a la alta sensibilidad
del detector fluorométrico. Por la misma razén pudo ser simplificada la metodologia de
extracciéon EFS y DMFS. Como se puede observar los %CV para la precision de la metodologia
son aceptables, ya que todos son menores a 2.3%, por lo que se demuestra que la metodologia

de analisis es repetible. Los graficos de linealidad y limites se presentan en el apartado 7.4.
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Tabla 17. Parametros para la validacion de la metodologia de EFS y DMFS para el analisis de los
metabolitos del BaA.

. LDT LDE LCT LCE Precisién(%CV)
Metodologia Analito A T
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Repetibilidad Reproducibilidad
5,6-dBaA 0.29 0.22 0.88 0.66 0.538 1.462
EFS;:HDP"C' 8,9-dBaA 0.78 0.44 2.37 1.33 0.166 1.749
10,11-dBaA  0.84 0.44 2.55 1.33 0.950 2.533
5,6-dBaA 0.103* 0.31* 0.313* 0.96* 0.448 1.390
DMFS-  “59.4BaA  0.182* 061" 0550*  1.92* 0.429 2.306
HPLC-FD
10,11-dBaA  0.066* 0.61* 0.201* 1.92* 0.887 1.499

* Unidades de concentracién correspondientes a ng/mg de biomasa.

4.5.1 Repetibilidad de la metodologia de extraccién con el parametro % recobro

La evaluacion de la repetibilidad en la extraccion de los metabolitos se hizo con la
metodologia descrita en los apartados 3.3.4.2 y 3.3.4.3. En la Tabla 18 se observa que los
porcentajes de recuperacion obtenidos para los métodos de extraccion de dihidrodioles del BaA
son muy altos para ambas especies en estado libre con un valor arriba de 90%. Mientras que
para las microalgas inmovilizadas la recuperacion de los metabolitos esta arriba del 81% para
S. acutus y de 86% para S. capricornutum (ver Tabla 19). De esta forma se asegura la
recuperacion cuantitativa de los metabolitos producidos por la biodegracion del BaA en las
microalgas, tanto en el medio liquido por EFS y en la biomasa por DMFS. Garcia Cicourel, 2015
reporta recobros maximos del 91% para EFS y 75% en DMFS con S. capricornutum libre. Sus
recobros son mas bajos que los aqui son obtenidos para microalgas libres en la biomasa
debido a que él utiliza ACN:H,O 40:60% para la recuperacion de la fraccién de interés en
DMFS, la cual no es suficientemente fuerte para desorber a los analitos de la silice los

porcentajes de recuperacion estan mostrados en la Tabla 12.

Tabla 18. Porcentajes promedio de recuperacion para microalgas libres.

<< <
% |88e |83 88| |5|% [8§8. |83. %8.
- 83 5 |85 S |8 S 2|2 850 | 85C | 8% C
Z| G g Y g © g v Z| &5 g 2 g R® ¢ O R
< w0 ® Rg s K % RS
~ —
o 4 S.acut | 94 | 25 93 |18 9 | 2.1 g 4 S.acut | 93 |71 94 |68 94 | 7.6
r 5. cap 94 | 54 97 | 4.6 97 | 4.0 |@ 5. cap 99 | 79 92 |69 92 | 84
5 S.acut | 100 | 1.0 99 |23 98 | 26 | 5 S.acut | 97 | B9 9% | 6.0 9% | 7.3
S.cap 98 |26 | 100 | 0.6 | 100 | .08 | S.cap | 100 | 3.0 | 100 | 3.5 | 100 | 3.8
6 S.acut | 98 | 2.0 98 |01 97 | 3.0 6 S.acut | 98 | 0.9 99 |03 | 100 | 1.7
S. cap 99 | 0.2 100 | 1.4 103 | 0.6 S. cap 97 | 1.7 97 | 2.0 9% | 1.3

Para esta tabla, Scenedesmus acutus se abrevia como S. acut y Selenastrum capricornutum como S.
cap.
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Tabla 19. Porcentajes promedio de recuperacion para microalgas inmovilizadas.

® o o 0 5 © o o o %
2.8 8o Y | 80 | 80 2|5 $o R | 8aq R | 8O R
s £ 0 R o £ g s R 1 R o £ o
E 4 S.acut | 100 | 7.4 99 (64 | 102 | 97 § S.acut | 92 | 1.3 91 |22 91 | 5.0
S. cap - - - =] S. cap - - - -
. 5 S.agcut | 103 | 4.2 101 | 6.0 101 | 7.4 | . 5 S. acut 87 | 7.8 88 | 7.2 88 | 7.6
S. cap 9 | 5.0 95 | 6.0 92 | 6.0 S.cap 89 | 8.7 8 |84 87 | 84
6 S. acut 9 |38 | 98 | 4.6 95 3.0 6 S. acut 81 | 6.3 82 |55 83 |52
S. cap - % [ # = - . S.cap - s = - — :

Para esta tabla, Scenedesmus acutus se abreviara como S. acut y Selenastrum capricornutum como S.
cap. El simbolo (-) indica que no hay resultados a reportar porque no se utilizé la microalga.

4.5.2 Prueba estadistica entre especies de microalgas inmovilizadas para comparar la
recuperacion de los analitos obtenida con los métodos de extraccion, EFS y
DMFS.

Para evaluar si existe un efecto en el recobro relacionado con la especie de microalga
inmovilizada, se compararon las medias de las cantidades recuperadas de cada metabolito
después de procesar las muestras de medio liquido y biomasa por EFS y DMFS,
respectivamente mediante una prueba estadistica de t de Student. Los resultados de esta

prueba se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Valores de f para cada metabolito empleando microalgas inmovilizadas.

Cantidad Cantidad recuperada (ng)
Analito adicionada S. S. S. S. t calculada ¢
(dBaA) (ng) capricornutum acutus capricornutum acutus tablas
EFS DMFS EFS DE EFS DE DMFS DE DMFS DE EFS DMFS
56- 150 76 1439 7.2 1546 6.5 679 59 66.5 5.2 1.913 -0.324

8,9- 300 152 2839 17.2 304.8 184 131.3 9.7 133.5 9.6 1435 0.281 2776

10,11- 300 152 2774 16.6 302.7 22.6 131.7 9.8 134.1 10.3 1.556 0.296

Se toma la referencia de que si la t;acuada €5 Mayor que la tpes @ un nivel de confianza
del 95%, los dos resultados se consideran diferentes. En este caso al comparar los valores de t
y siendo tupas>teacuiada S€ CONcluye que no hay diferencias significativas estadisticamente entre
las cantidades recuperadas en el extracto de los metabolitos por ocupar el medio liquido y
biomasa de una microalga u otra. La cantidad recuperada de cualquiera de los metabolitos
estudiados por una microalga es igual, estadisticamente, a la recuperada empleando la otra
microalga. Por lo que es indistinto emplear una microalga u otra, ya que la cantidad recuperada

de la extraccion para cualquier metabolito ya sea 5,6-, 8,9- o 10,11-dBaA siempre sera la
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misma. Por lo tanto no fue necesario hacer la validacion de la metodologia empleando primero
una microalga y después la otra.

En la Tabla 21 se muestran las ecuaciones de la linealidad del método para cada uno de
los metabolitos del BaA. La recta ajustada en la curva de cantidad adicionada (ng) vs la
cantidad recuperada (ng) nos indica que los recobros globales son mayores a 95% para los
metabolitos del BaA, excepto para el 5,6 y 10,11-dBaA en la DMFS para S. acutus inmovilizada,

donde se tienen valores de 80 y 82% respectivamente.

Tabla 21. Linealidad del método de EFS y DMFS para cada uno de los metabolitos.

Microalaa Analito EFS DMFS
9 (dBaA) | Ecuacién lineal  r° %R goba | Ecuacion lineal ¥ %R giopal
S. 5,6- y=0.993x-2.926 1 99 y=0.969x+1.264 1 97
capricornutum  8,9- y=0.998x-2.402 1 100 y=0.970x+0.804 1 97
(libre) 10,11- y=1.029x-8.419 1 103 y=0.955x+2.44 1 96
5,6- y=0.983x-0.728 1 98 y=0.978x-1.637 1 98
S. acutus
(libre) 8,9- y=0.982x-2.894 1 98 y=0.997x-5.133 1 100
10,11- y=0.974x-4.910 1 97 y=1.010x-6.282 1 101
S acutus 5,6- y=0.950x+7.876 1 95 y=0.8x+5.073 1 80
L 8,9- y=0.974x+7.500 1 97 y=X 1 100
(inmovilizada)
10,11- y=0.946x+15.31 1 95 y=0.820x+8.163 1 82

Ecuaciones obtenidas de la regresion lineal por el método de minimos cuadrados al graficar la cantidad
adicionada (ng) vs la cantidad recuperada (ng). Graficos mostrados en el apartado 7.5.

4.6 Aplicacion de la metodologia analitica
4.6.1 Bioensayos
4.6.1.1 Monitoreo de los metabolitos

En los extractos provenientes de los ensayos de exposicion al BaA se observd la
aparicion de dos picos cromatograficos de respuesta creciente con respecto al tiempo de
exposicion, los cuales son correspondientes a los tiempos de retencion de los metabolitos cis-
5,6- y trans-8,9-dBaA de acuerdo a la comparacién con los fr del cromatograma de un estandar.

En las Figuras 23 y 24 se presentan los cromatogramas obtenidos a los diferentes
tiempos de exposicion y se evidencia la formacion de los metabolitos del BaA por las microalgas
S. capricornutum y S. acutus inmovilizadas. La formacion de los metabolitos mencionados fue
confirmada en trabajo previo con los espectros de absorcion UV correspondientes por Garcia
de Llasera y Garcia-Cicourel, 2017, en el caso de las microalgas libres. En el presente trabajo,
en ningun caso se observé la presencia de picos cromatograficos diferentes al estandar que

fueran indicativos de otro compuesto formado, en las condiciones del estudio.
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Figura 23. Cromatogramas de bioensayos para S. capricornutum inmovilizada. Fortificacion a 286.6 ng/mL (4.3 ug)

de benzo[a]antraceno en medio de cultivo. a) muestras de medio liquido. b) muestras de biomasa.
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Figura 24. Cromatogramas de bioensayos para S. acutus inmovilizada. Fortificacion a 286.6 ng/mL (4.3 pg) de

benzo[alantraceno en medio de cultivo. a) muestras de medio liquido. b) muestras de biomasa.



Se observa que para ambos metabolitos hay una tendencia creciente en su aparicion
hasta llegar a un maximo y posteriormente comienza a disminuir su sefal. Con S.
capricornutum forma a los metabolitos en biomasa desde las 3 h mientras que en el medio
liquido aparecen hasta las 6 h. En el tiempo de 48 h desaparece la sefial del 8,9-dBaA mientras
que para S. acutus a las 96 h de exposicion todavia se observan los dos metabolitos, lo que
indicaria que para observar un comportamiento de desaparicion de los metabolitos se tendrian
que monitorear tiempos de bioensayo mayores a 96 h. Una vez formados por la microalga, la
disminucion de los metabolitos en el medio puede deberse a diversos factores, como una
degradacién posterior de éstos por agentes del medio o de la atmésfera presentes, la luz o por
la misma alga, los cuales deben de estudiarse con mas detalle.

Comparando los cromatogramas obtenidos de medio liquido y biomasa para cualquier
microalga, se observa que la formacion de los metabolitos parece darse en la célula algal,
debido a que aparecen primero en la biomasa; el proceso de degradacién ocurre
inmediatamente y una vez formados los metabolitos, éstos son excretados al medio liquido,
observandose asi que la deteccion inicial de los metabolitos se da primeramente en la biomasa
y conforme pasa el tiempo va detectandose en el medio liquido como lo reporta Garcia de
Llasera et al., 2016 para los metabolitos del BaP. Esto sugiere que la degradacién del
hidrocarburo es principalmente causada por las enzimas intracelulares y cuando se forman los
productos de degradacion, se excretan rapidamente al medio (Garcia de Llasera & Garcia-
Cicourel, 2017). Respecto a la presencia por primera vez de metabolitos con el tiempo en
biomasa, se nota que en el caso de las microalgas libres los forman mas rapido que las
inmovilizadas, comparando con los resultados de Garcia de Llasera & Garcia-Cicourel, 2017; en
microalgas libres donde la presencia de los metabolitos comienza a los 0.75 h de bioensayo
mientras que en el presente trabajo con las inmovilizadas a las 3 h. Esto puede deberse a que
las células algales al estar rodeadas por una pared de alginato de calcio, tardarian mas en
recibir el BaA que le toma tiempo difundir a través del polimero hasta entrar en contacto con la
microalga, esto tal vez debido al tamano del poro que forma la red polimérica.

En cuanto al tiempo de aparicion de los metabolitos formados es de notarse que hay una
diferencia de 3 h al usar S. capricornutum y S. acutus. Para la primera especie se da mas
rapido tanto en medio liquido como en biomasa. De la misma manera se ha reportado que S.
acutus presenta una tasa de formacién de metabolitos mas lenta que S. capricornutum para el
caso del benzo[a]pireno (Garcia de Llasera et al., 2016) y lo mismo podria suceder con el
benzo[a]antraceno. La rapidez con la que ocurre la degradacion del BaA tal vez depende de la
cantidad presente de enzimas que se formen y participen en el proceso. La biodegradacion de
HAPs por microalgas es a menudo especifico de la especie y depende de la presencia y la
actividad de enzimas (Lei et al., 2007). El contaminante es primero retenido por la célula algal y
después de un tiempo, comienza la degradacién, este lapso puede depender del tiempo de
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activacion de las enzimas (Garcia de Llasera & Garcia-Cicourel, 2017). De esta forma el estudio
con las microalgas inmovilizadas nos da a comprender que el proceso de degradacién ocurre
en el interior de la célula. Sin embargo, aun no existe ningun mecanismo o ruta metabdlica
descrita a detalle, en la cual basarse para explicar este comportamiento. Sin embargo, se ha
encontrado que la degradacion de HAPs después de ser absorbidos por las células algales el
metabolismo es preferentemente por la via de enzimas dioxigenasas en lugar de la ruta de la
monooxigenasa, porque la produccion de cis-dihidrodioles es favorecida (Warshawsky, 1988).
En las Figuras 25 y 26 se observa que las concentraciones maximas encontradas para
los metabolitos 5,6-dBaA y 8,9-dBaAen el medio liquido para S. capricornutum son 19.58+1.49
y 38.031£7.51 ng/mL y para S. acutus son 20.8111.48 y 47.34+2.42 ng/mL, en tanto que para la
biomasa las concentraciones maximas fueron para S. capricornutum 5.83+0.35 y 19.931£2.75
ng/mg y para S. acutus 1.48+0.4 y 5.25+0.67 ng/mg, respectivamente. Es de aclararse que
estas concentraciones maximas en el medio liquido y biomasa no corresponden al mismo

tiempo de incubacién para cada especie debido a que S. acutus degrada mas lento.

Por otra parte, observando los resultados mostrados en la Figura 27 acerca de la
cantidad total o neta (suma de la cantidad encontrada en medio liquido y biomasa) de cada
metabolito, se nota que la mayor cantidad producida del 5,6-dBaA es por la microalga S. acutus
con 338.20+24.02 ng (72 h), mientras que para S. capricornutum es de 312.62+22.41 ng (12 h).
En el caso de este metabolito las cantidades maximas son muy similares aunque son
producidas en diferentes tiempos por cada especie. Para el metabolito 8,9-dBaA S. acutus
parece formarlo mas, en 753.891£38.94 ng (48 h). Mientras que S. capricornutum 582.95+131.53
ng (12 h). Sin embargo, se realizé una prueba estadistica de ANOVA como se menciona mas
adelante para comparar estos puntos de mayor produccién de metabolitos, encontrando que
ambas microalgas los producen en igual cantidad.

Ademas, para S. acutus la cantidad total del metabolito 5,6-dBaA en 72 y 96 h con
respecto a la cantidad dopada para el bioensayo (4.3 ug de BaA) se obtiene que lo formado
representa un 7.8 y 6.6%, respectivamente. Los porcentajes obtenidos con S. capricornutum a
las 12 y 48 h son 7.2 y 4.1%, respectivamente. Estos porcentajes son muy bajos considerando
que lo adicionado de BaA es 100%. Por lo tanto considerando los tiempos de aparicion de
metabolitos S. capricornutum es mas rapida que S. acutus, aunque ambas son igual de
eficientes en degradar porque producen porcentajes maximos parecidos. En cambio, para S.
acutus es mas dificil de definir el maximo del metabolito 8,9-dBaA.

Cabe destacar que la suma de los metabolitos 5,6- y 8,9-dBaA en tiempo de formacion
maxima, representan un 24 y 20% con respecto a la cantidad inicial utilizada de BaA (4.3 ug)
para las microalgas S. acutus y S. capricornutum, respectivamente. Esto ayuda a deducir que

es muy probable que se formen otros metabolitos, ain desconocidos.
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Figura 25. Evolucion de la concentracion de metabolitos a) en medio liquido y b) en biomasa (ajustada la
biomasa a 5 mg) por cultivos de S. capricornutum respecto al tiempo de exposicion.
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Figura 27. Graficos de la cantidad neta (liquido mas biomasa) de metabolitos en funcién del tiempo de
exposicion.

En seguida se muestran las cantidades obtenidas de los dihidrodioles del
benzo[a]antraceno en medio liquido y biomasa en la Tabla 22, por las microalgas inmovilizadas

a los diferentes tiempos de bioensayo.
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Tabla 22. Cantidades de metabolitos por microalgas inmovilizadas.

Cantidad (ng)

Microalga Selenastrum capricornutum Scenedesmus acutus
Medio Liquido Biomasa Liquido Biomasa
dBaA 5,6 8,9 5,6 8,9 5,6 8,9 5,6 8,9
Tiempo (h)
3 5.55 23.45 36.12 72.46 i i i i
+1.78 +3.81 +18.84 142.63
6 96.02 318.79 38.45 131.04 6.11 24.08 3.60 9.17
12.32 15.97 +0.89 18.17 +0.49 +0.81 +0.54 +1.36
12 293.63 570.44 18.99 12.51 18.12 66.03 6.50 14.34
1+22.38 112.62 12.94 13.64 +1.68 16.93 +1.33 +3.15
24 208.59 60.90 2.61 " 77.61 200.16 31.34 55.39
10.62 1+8.48 +0.80 13.07 1+8.07 +0.26 +3.04
a8 174.39 " 1.93 " 196.47 710.17 21.64 43.72
16.16 $0.32 17.41 +36.23 +1.67 +3.71
72 i i i i 312.16 691.02 26.05 39.36
+22.27 +29.0 +1.44 +3.23
%6 i i i i 246.16 473.99 38.19 36.99
+4.47 1+95.05 +1.72 19.70

Producidas a partir de 4.3 pg de BaA con su desviaciéon estandar correspondiente, en funcion del tiempo
de exposicion. El simbolo (*) indica sin sefial detectada y el simbolo (-) bioensayo no realizado.

Debido a la dispersion que se observd en los datos para los tiempos en donde se
obtienen las mayores cantidades producidas de metabolitos (barras de error en Figura 27), se
decidié hacer una prueba estadistica de analisis de varianza de un solo factor (ANOVA) para
cada metabolito con el propdsito de poder distinguir si S. acutus tiene la capacidad de degradar
mas BaA que S. capricornutum. De acuerdo al ANOVA presentado en el apartado 7.6, se
encuentra que la cantidad maxima producida de cualquiera de los dos metabolitos por una
microalga es igual, estadisticamente, que la producida por la otra microalga,
independientemente de los tiempos del bioensayo en donde se encuentra este maximo. Por lo
tanto es indistinto emplear una microalga u otra, ya que la cantidad maxima producida de

cualquier metabolito ya sea 5,6- u 8,9-dBaA siempre sera la misma.

4.6.1.2 Monitoreo del BaA

Para el monitoreo cualitativo de la presencia del BaA en el medio liquido y en la
biomasa, se observd que a tiempos de exposicion mayores a 12 h para ambas microalgas, la
senal detectada en UV comenzé a disminuir a tal grado de presentar una tendencia por debajo
de la deteccion. Asi continua su eliminacién por biodegradacion estd demostrada en ambas
especies por la pérdida gradual del BaA en el medio liquido y la biomasa. ElI comportamiento
que se observa de la presencia del BaA es decreciente conforme aumenta el tiempo se

exposicion. Al poner en contacto las microalgas inmovilizadas con 4.3 ug de BaA, éstas van
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degradandolo conforme pasa el tiempo. Comparando el comportamiento de ambas microalgas
en la disminucién o desaparicion del BaA se puede especular que la entrada del BaA a la célula
se hace de forma efectiva, pero en el caso de S. acutus parece estar atrapado mas tiempo el
hidrocarburo, antes de su degradacion. En la Figura 28 se muestra el seguimiento del BaA
recuperado en el extracto B, tanto para medio liquido como para biomasa. En este caso no se
pudo hacer una cuantificacion de BaA dado que parte importante se perdio en el extracto A y en
el no fue posible cuantificar dado el ensanchamiento exagerado del pico como se mencioné en
la seccion 4.3 (pag. 57). Sin embargo el analisis cualitativo del BaA muestra la tendencia, de su

comportamiento en el bioensayo de manera muy clara.
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Figura 28. Monitoreo cualitativo del BaA en funciéon del tiempo de bioensayo para microalgas
inmovilizadas.
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4.6.1.3Comparacion con cultivos de algas libres

Finalmente, se presenta la comparacion de las cantidades maximas encontradas para
cada metabolito para S. capricornutum. Se escogio a esta especie por su mejor definicién de los
maximos de formacién de los metabolitos. Se escogid el tiempo de incubacién de 6 h de
acuerdo a lo reportado por Garcia de Llasera & Garcia-Cicourel, 2016 como tiempo de maxima
formacion total de los metabolitos del BaA con las microalgas libres.

En la Tabla 23 se muestran los resultados de estos bioensayos para 6 h con microalgas
libres y 12 h para microalgas encapsuladas. Como es de suponerse, la diferencia cubre los dos
tiempos de formacion es de 6 h corresponde al tiempo en que los metabolitos difunden en el
alginato: el BaA del medio a las células y los metabolitos en sentido inverso. Es de notarse que
las microalgas producen cantidades globales similares de metabolitos, puede probarse
estadisticamente para complementar, aun cuando estan inmovilizadas. De hecho, si se suman
las cantidades globales de los dos metabolitos formados se obtiene un valor de 991 ng para las
microalgas libres y de 895 ng para las microalgas encapsuladas. Estos resultados indican que
las facultades de degradacion de las microalgas no parecen ser afectadas por la inmovilizacién.
En cuanto a los porcentajes que representan estas cantidades con respecto a los 4.3 ug
agregados de BaA inicialmente se encuentran valores entre 23-21%. Estos porcentajes no
representan la degradacion completa del BaA y con seguridad deben de formarse otros
metabolitos lo cual representa aun necesidad de mayor investigacion en este proceso de
degradacion.

Tabla 23. Cantidades maximas de metabolitos para S. capricornutum inmovilizada y libre (n=3).

Cantidad (ng)
Estado Libres inmovilizadas
Microalga S. capricornutum S. capricornutum
Bioensayo (h) 6 12
Muestra liquido biomasa liquido biomasa
5,6-dBaA | 177.67+16.87 21.49+2.55 293.63+22.38 18.99+2.94
8,9-dBaA | 713.09+41.02 78.9616 570.44+£112.62 12.51+3.64
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V.CONCLUSIONES

En este trabajo se cumpli6 con el objetivo de evaluar la degradacion de
benzo[a]antraceno por las microalgas S. capricornutum y S. acutus inmovilizadas exitosamente

en alginato de calcio, cuantificando los dihidrodioles como productos de degradacion.

Se logro la separacién y se establecieron las condiciones de deteccion optimas mediante
HPLC-FD, para el analisis de los metabolitos del BaA: cis-5,6-dihdrodiol, frans-8,9-dihidrodiol y
trans-10,11-dihidrodiol.

Se optimizaron métodos de extraccion por EFS y DMFS logrando altos porcentajes de
recobro para los tres metabolitos estudiados; para el caso de las microalgas inmovilizadas
fueron superiores a 81% para S. acutus y mayores a 86% para S. capricornutum y en el caso de

las dos especies de microalgas libres se obtuvieron porcentajes de recobro por arriba del 90%.

La validacién de la metodologia EFS-HPLC-FD y DMFS-HPLC-FD permitieron tener
resultados fiables para la cuantificacion de los metabolitos en los ensayos de exposicidon en

condiciones controladas.

Asi se encontré la formacion de 5,6-dBaA y 8,9-dBaA por ambas microalgas, tanto libres
como inmovilizadas. Se observaron diferencias en el tiempo en que se efectlia el proceso de
biodegradacién entre las microalgas inmovilizadas y las libres. Este tiempo que fue de
aproximadamente 6 h que representan el tiempo de difusién de los analitos a través del
alginato. S. capricornutum formé los metabolitos aproximadamente cuatro veces mas rapido

que S. acutus, independientemente de si se encuentran inmovilizadas o no.

Los resultados del monitoreo cualitativo de la presencia de BaA en medio liquido y
biomasa, presenta un comportamiento decreciente conforme aumenta el tiempo de exposicion
ya que las microalgas van degradandolo. Especialmente S. acutus parece retener al

hidrocarburo por mas tiempo antes de su degradacion.

Finalmente se puede afirmar que la remocién y degradacion del BaA igualmente efectiva
con microalgas libres e inmovilizadas, siendo esta modalidad mas ventajosa para su aplicacion

en metodologias de biorremediacion de medios acuosos contaminados.
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VIl. ANEXOS

7.1 Valores de t de Student

T T —
Nivel de confianza
Grados de libertad 50 20 95 98 99 99,5 99,9
1 1,000 6,314 12,706 31,821 63,657 127.32 636,619
2 0.816° 2,920 4,303 6,965 9,925 14,089 31,598
3 0,765 2,353 3,182 4,541 5.841 7.543 12,924
4 0,741 2132 2,776 3,747 4.604 5.598 8,610
5 0,727 2,015 2,571 3.365 4,032 4,773 6,869
6 0,718 1,943 2,447 3.143 3,707 4317 5,959
74 0,711 1.895 2,365 2,998 3.500 4,029 5,408
8 0,706 1.860 2,306 2.896 3.355 3.832 5,041
2 0,703 1.833 2,262 2,821 3,250 3.690 4,781
10 0.700 1,812 2,228 2,764 3,169 3.581 4,587
15 0,691 1,753 2,131 2,602 2,947 3959 4,073
20 0.687 157285 2,086 2,528 2.845 3.153 3.850
25 0.684 1,708 2,068 2,485 2,787 3.078 3,725
30 0,683 1,697 2,042 2,457 2,750 3.030 3.646
40 0,681 1,684 2,021 2,423 2,704 2,971 3,551
60 0.679 1,671 2,000 2,390 2.660 2,915 3.460
120 0,677 1.658 1,980 2,358 2,617 2,860 3,373
oo 0,674 1.645 1,960 2,326 2,576 2.807 3:291
Nota: Al calcular los intervalos de confianza, en la ecuacién 4.6 se puede sustituir s por o si se tiene una gran experiencia con un
método particular y se ha determinado por tanto la “verdadera™ desviacion estandar de la poblacién. Si se usa o en lugar de s. el
valor de 7 que hay que usar en la ecuacién 4.6 es el que figura en la dltima fila de la tabla 4.2. j

Figura 29. Valores de t de Student Tomado de Daniel C. Harris, 2001, utilizada en el aparatado 4.5.2
prueba estadistica entre microalgas.

7.2 Espectros de fluorescencia para dihidrodioles del BaA
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Figura 30. Barrido de emision con el detector de fluorescencia para los metabolitos del BaA, fijando una
longitud de onda de excitacion de 280 nm.
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Figura 31. Barrido de excitacion con el detector de fluorescencia para los metabolitos del BaA, fijando

una longitud de onda de emision de 390 nm.

7.3 Graficos de la validacion del sistema
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Figura 32. Graficas obtenidas para la validacion del sistema. Intervalo de 2.5 a 500 ng/mL para el 5,6-

dBaA y de 5 a 1000 ng/mL para 8,9- y 10,11-dBaA.
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Figura 33. Grafico trazado para la determinacion de LDT y LCT del sistema, escogiendo las
concentraciones menores a 50 ng/mL de las empleadas para la validacion del sistema, en un intervalo de
2.5a 25 ng/mL de 5,6-dBaA y de 5 a 50 para 8,9- y 10,11-dBaA.

7.4 Graficos de la validacion de la metodologia
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Figura 34. Graficas obtenidas para la validacion del sistema. Intervalo de 0.67 a 100 ng/mL para el 5,6-
dBaA y de 1.33 a 200 ng/mL para 8,9- y 10,11-dBaA.
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Linealidad del método DMFS-HPLC-FD para dBaA
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Figura 35. Graficas obtenidas para la validacion del sistema. Intervalo de 0.96 a 144.23 ng/mg para el
5,6-dBaA y de 1.92 a 288.46 ng/mg para 8,9-y 10,11-dBaA.
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Figura 36. Grafico trazado para la determinacion de LDT y LCT de la metodologia. Intervalo de 0.67 a
2.67 ng/mL y 0.96 a 3.85 ng/mg para el 5,6-dBaA y de 1.33 a 10.13 ng/mL y 1.92 a 7.69 ng/mg para 8,9-
y 10,11-dBaA.
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7.5 Graficos de la validacion de la metodologia
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Figura 37. Graficos de la linealidad del método de EFS y DMFS.
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7.6 ANOVA para la recuperacion de la extraccion entre microalgas

Andlisis de las cantidades maximas producidas por las microalgas

inmovilizadas,

S.

capricornutum y S. acutus. En las siguientes tablas se muestran los valores empleados vy el

calculo de ANOVA.

Tabla 24. Cantidades neta maximas para cada metabolito (medio liquido + biomasa).

Metabolito 5,6-dBaA Metabolito 8,9-dBaA
Cantidad total maxima (ng)
# réplica S. capricornutum  S.acutus S. capricornutum  S. acutus
1 306.87 324.22 455.11 793.38
2 296.33 327.77 682.27 737.98
3 334.66 362.63 611.46 730.32
Tiempo de bioensayo (h) 12 72 12 48

Tabla 25. Salida arrojada por Excel para el ANOVA. Se enmarcan en un cuadro los valores tomados para
la discusion de resultados (ver pagina 63).

/Anélisis de varianza de un factor para metabolito 5,6-BaA

~

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

S.cap 3 937.8605799 312.6201933 392.1703263

S.acut 3 1014.613836 338.2046121 450.5099748

ANALISIS DE VARIANZA Valor calculadlo Valor de tablas
Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados | F Probabilidad| Valor critico para F

Entre grupos
Dentro de los grupos
Total

981.8437276
1685.360602
2667.20433

1
4
5

981.8437276
421.3401506

2.330287598

0.201583331

7.708647421

Andlisis de varianza de un factor para metabolito 8,9-BaA

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

S.cap 3 1748.845794 582.948598 13509.76333

S.acut 3 2261.6765 753.8921667 1183.93109

ANALISIS DE VARIANZA Valor calculado Valor de tablas
Origen de las variaciones _Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados | F Probabilidad) Valor critico para F

Entre grupos
Dentro de los grupos
Total

43832.5555
29387.38884
73219.94433

1
4
5

43832.5555
7346.847209

5.966172189

0.071011025

7.708647421

—
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